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A formação e manutenção da memória aversiva tem grande impacto na 
qualidade de vida dos indivíduos. Muita atenção é dada aos mecanismos 
subjacentes à reconsolidação da memória, uma vez que podem servir como 
alvo para o tratamento de transtornos psiquiátricos como o transtorno do 
estresse pós-traumático (TEPT). Porém, os mecanismos envolvidos na 
persistência da memória após a evocação e reconsolidação são pouco 
conhecidos. Sugere-se que a proteína quinase C (PKC) participa da 
persistência da memória reativada e que o córtex cingulado anterior dorsal 
(CCAd) em humanos com TEPT está hiperativado, e isso estaria relacionado 
aos sintomas da doença. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar o papel 
da PKC e da PKMζ (isoforma atípica da PKC) no córtex PL, na reconsolidação 
e na persistência da memória de medo contextual de ratos. O protocolo de 
condicionamento foi composto principalmente dos dias 1- familiarização; dia 2- 
condicionamento;  dia 3- reativação; dia 4- Teste A1; dia 7- Teste A2 e dia 21- 
Teste A3. Os animais foram submetidos a esse protocolo e receberam a 
administração de tamoxifeno (antagonista de receptor de estrógeno e inibidor 
de PKC), queleritrina (inibidor seletivo de PKC) ou ZIP (inibidor da PKMζ) em 
diferentes tempos após a reativação. O tamoxifeno infundido no córtex PL 
imediatamente após a reativação da memória de medo reduziu a porcentagem 
de tempo de congelamento no Teste A1 e Teste A2. Essa mesma droga reduziu 
o congelamento dos animais no Teste A2, mas não no Teste A1, quando 
administrado no córtex PL 6 h após a reativação. Esses dados sugerem a 
participação do córtex PL e da PKC na reconsolidação e persistência da 
memória reativada. Então, a expressão da proteína de citoesqueleto Arc foi 
avaliada por western  blot em diferentes momentos após a reativação no córtex 
PL. Houve um aumento significativo da expressão da Arc imediatamente, 90 
min, e 6 horas após a reativação. Em seguida, a queleritrina foi administrada 
no córtex PL imediatamente, 6, 9, 12 ou 18 h após a evocação. Imediatamente 
após, a queleritrina reduziu o congelamento dos animais quando expostos ao 
Teste A1. Esse efeito foi duradouro e dependeu da reativação da memória, 
sugerindo um prejuízo de reconsolidação. Quando administrada 6, 9 ou 12 h 
após a reativação, a queleritrina reduziu o tempo de congelamento quando os 
animais foram expostos ao Teste A2 após 7 dias, mas não, no Teste A1, 
sugerindo um efeito sobre a persistência da memória. Esse efeito dependeu da 
reativação da memória. Para investigar o papel da PKMζ, os animais 
receberam o ZIP no córtex PL imediatamente, 1 ou 6 h após a reativação da 
memória. Em nenhum dos momentos escolhidos o ZIP reduziu a porcentagem 
de congelamento no Teste A1, sugerindo que a PKMζ no córtex PL não 
participa da reconsolidação da memória. No entanto, 1 e 6 h após, o ZIP 
reduziu o congelamento dos animais quando testados após 7 dias no Teste A2, 
sugerindo que a PKMζ participa da persistência da memória reativada. Ainda, o 
efeito do ZIP administrado no córtex PL 6 h após a reativação durou até 21 
dias, depende da reativação da memória e não depende da exposição prévia 
ao Teste A1. Os resultados sugerem a participação de PKC’s típicas, mas não 
atípica, na reconsolidação da memória de medo ao contexto no córtex PL e 
sugere que a isoforma atípica, PKMζ, é necessária para a persistência da 
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memória reativada. Por fim, o presente trabalho propõe que a evocação da 
memória gera mecanismos independentes que levam à reconsolidação e 
persistência da memória, ampliando assim, a janela temporal para 
interferências nessa memória.  
 






























The formation and maintenance of aversive memories have a great impact on 
individuals life quality. The mechanisms underlying memory reconsolidation 
since have received much attention, since they can serve as target for the 
treatment of psychiatric disorders such as post-traumatic stress disorder 
(PTSD). However, the mechanisms involved in memory persistence after re-
trieval and reconsolidation are poorly understood. It is suggested that protein 
kinase C (PKC) participates in the reactivated memory persistence and that the 
dorsal anterior cingulate cortex (dACC) in human dACC is overactivated in 
PTSD, and this would be related to the symptoms of disease. Thus, this study 
aimed to investigate the role of PKC and PKMζ (atypical PKC isoform) in the PL 
cortex, in contextual fear memory reconsolidation and persistence. The condi-
tioning protocol was composed mainly of days 1 - familiarization; day 2 - condi-
tioning; day 3 - reactivation; day 4 - Test A1; day 7 - Test A2 and day 21 - Test 
A3. The animals were submitted to this protocol and received the administration 
of tamoxifen (estrogen receptor antagonist and PKC inhibitor), chelerythrine 
(selective PKC inhibitor) or ZIP (PKMζ inhibitor) at different moments after reac-
tivation. TMX infused into the PL cortex immediately after reactivation of fear 
memory reduced the percentage of freezing time in Test A1 and Test A2. When 
administered in the PL cortex 6 h after reactivation, this drug reduced the freez-
ing in Test A2, but not in Test A1. These data suggest the participation of the PL 
cortex and PKC in fear memory reconsolidation and persistence. Then, the ex-
pression of the cytoskeleton protein Arc in the PL cortex was evaluated by 
Western blot at different times after reactivation. There was a significant in-
crease in Arc expression immediately, 90 min, and 6 hours after reactivation. 
Thereafter, chelerythrine was administered in the PL cortex immediately, 6, 9, 
12 or 18 h after reactivation. Immediately afterward, chelerythrine reduced the 
freezing time of animals that were exposed to Test A1. This effect was long-
lasting and depended on memory reactivation, suggesting a reconsolidation 
disruption. When administered 6, 9 or 12 h after reactivation, chelerythrine re-
duced the freezing time when animals were exposed to Test A2 after 7 days, but 
not in Test A1, suggesting an effect on memory persistence. This effect de-
pended on memory reactivation. To investigate the role of PKMζ, the animals 
received ZIP in the PL cortex immediately, 1 or 6 h after memory reactivation. 
ZIP didn’t reduce the freezing percentage in Test A1 in none of the choosen 
moments, suggesting that PKMζ in the PL cortex is not required for memory 
reconsolidation. However, 1 and 6 h after, ZIP reduced freezing when animals 
were tested 7 days later in Test A2, suggesting that PKMζ participates in the 
reactivated memory persistence. In addition, the effect of ZIP administered in 
the PL cortex 6 h after reactivation lasted up to 21 days, depended on memory 
reactivation and did not depend on previous exposure to Test A1. The results 
suggest the participation of typical, but not atypical, PKC’s in the reconsolida-
tion of contextual fear memory in the PL cortex and suggest that the atypical 
isoform, PKMζ, is necessary for reactivated memory persistence. Finally, the 
present work proposes that memory retrieval generates independent mecha-
nisms that lead to memory reconsolidation and persistence, thus expanding the 
time window for interferences in memory.  
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1.1 AS MEMÓRIAS  
 
As memórias podem ser caracterizadas por um evento fisiológico capaz 
de armazenar informações e acontecimentos ao longo da vida (DUDAI, 2002).  
Além disso, a memória é caracterizada como uma mudança no comportamento 
dos indivíduos em consequência de suas experiências prévias (CHARNIAK & 
MCDERMOTT, 1985). O aprendizado ocorre quando o indivíduo passa por 
experiências que levam a aquisição de informações e estabilização dos 
circuitos neuronais ativados, e as informações são enviadas a através de 
neurônios que se projetam a partir dos órgãos sensoriais para o sistema 
nervoso central (SNC; DUDAI, 2002).  
A formação, o armazenamento e o uso das memórias são críticos para a 
realização de tarefas cotidianas, resolução de problemas e tomada de deci-
sões. Além disso, a memória tem grande importância na psiquiatria e na psico-
logia por estar associada a transtornos mentais como o transtorno do estresse 
pós-traumático (TEPT). Diante disso, é importante compreender os processos 
de formação, evocação, atualização, manutenção e o uso das memórias, pois 
elas podem produzir um impacto importante na vida do indivíduo como também 
na saúde mental (ALBERINI & LEDOUX, 2013). 
 
1.2 O TRANSTORNO DO ESTRESSE PÓS-TRAUMÁTICO  
 
O transtorno de estresse pós-traumático (TEPT) é uma doença psiquiá-
trica associada à exposição a um evento traumático extremo, como:  agressão 
física, violência sexual, sequestro, ser mantido refém, ataque terrorista, tortura, 
encarceramento como prisioneiro de guerra, desastres naturais, acidentes au-
tomobilísticos graves, entre outros eventos que podem ameaçar a vida do indi-
víduo (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013). Durante o evento 
traumático extremo ocorre a formação da memória traumática, e um desequilí-
brio no processo de formação e no uso da memória, pode ser um dos fatores 
essenciais para o desenvolvimento do TEPT (MICHOPOULOS et al., 2015). 
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Pacientes com TEPT costumam apresentar lembranças intrusivas (por 
exemplo: flashbacks, sonhos etc.), sensação de recorrência do estresse, inten-
so desconforto frente a estímulos que lembrem o evento, hipervigilância, entor-
pecimento emocional, entre outros sinais e sintomas (JANICAK et al., 2006). 
Este transtorno pode ocorrer em qualquer idade a partir do primeiro ano de vi-
da. Os sintomas geralmente se manifestam dentro dos primeiros três meses 
depois do trauma, embora possa haver um atraso de meses, ou até anos, an-
tes de os critérios para o diagnóstico serem atendidos (AMERICAN 
PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2013). 
Atualmente não se tem um tratamento específico e efetivo para o TEPT. 
Clinicamente o tratamento do TEPT é realizado com o uso de fármacos antide-
pressivos com atividade serotonérgica como por exemplo a sertralina. Esta 
classe de fármacos apresenta uma baixa eficácia, pois parte dos pacientes tem 
dificuldade na adesão ao tratamento motivados pelos vários efeitos adversos 
como distúrbios gastrointestinais, aumento da ansiedade no início do tratamen-
to, disfunção sexual, entre outros (JANICAK et al., 2006). Além disso as drogas 
serotoninérgicas não são capazes de interferir nos mecanismos que sustentam 
as memórias e, portanto, novas abordagens farmacológicas são necessárias 
no tratamento do TEPT. A possibilidade de realizar alterações na memória tem 
surgido como uma oportunidade terapêutica para modular as memórias que 
estão relacionadas com transtornos psiquiátricos, como por exemplo o TEPT 
(PARSONS & RESSLER 2013). Entretanto, há uma carência de estudos que 
abordam os mecanismos de manutenção das memórias após a sua reativação. 
 
1.3 A CONSOLIDAÇÃO DAS MEMÓRIAS 
 
Inicialmente as conexões neurais recrutadas para a formação da memó-
ria estão em um estado lábil (são vulneráveis e passíveis de interferências) e 
são estabilizadas gradualmente ao longo do tempo, através de um fenômeno 
conhecido como consolidação da memória. A consolidação permite que a me-
mória seja estabilizada gradativamente através de mecanismos moleculares 
recrutados ou envolvidos, como a potenciação de longa duração (LTP, HEBB, 
1949; BROWN, et al., 1988; BLISS & LOMO, 1973) que é um dos principais 
mecanismos moleculares da consolidação. A LTP induz um aumento na efici-
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ência da transmissão sináptica a partir de estímulos tetânicos, levando ao forta-
lecimento dos circuitos neuronais ativados (BEAR, 1996).  
O processo de consolidação é um fenômeno dinâmico que leva certo 
tempo para se completar, sendo observado um período mínimo de 6 horas ne-
cessário para a consolidação de vários tipos de memórias (MCGAUGH, 2000). 
Este intervalo de tempo é conhecido como janela de consolidação e é crítico 
para a estabilização das memórias e se inicia a partir do momento em que as 
informações chegam às estruturas cerebrais como amígdala e hipocampo, res-
ponsáveis por processar as memórias emocionais (NADER et al., 2000). Este 
período pode ser subdividido em duas fases, sendo a primeira conhecida como 
fase inicial onde ocorre um aumento dos processos que favorecem a excitabili-
dade neuronal (BALTACI et al., 2019 ). A segunda fase é conhecida como fase 
tardia, onde há um aumento dos processos que mantém as alterações neuro-
nais que foram induzidas pela LTP (BALTACI et al., 2019 ). Além disso, outro 
mecanismo que participa na manutenção destas memórias é o mecanismo de 
persistência. 
Na LTP ocorrem modificações nos circuitos neuronais que foram recru-
tados na aquisição de forma persistente, com envolvimento primordial de si-
napses glutamatérgicas e dos receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropiónico (AMPA) e N-metil D-Aspartato (NMDA). A ativação dos re-
ceptores AMPA - essenciais para a transmissão sináptica basal - é promovida 
pela ação do glutamato liberado a partir da estimulação tetânica do neurônio 
pré-sináptico, que em conjunto pode gerar uma ação prolongada, sendo ativa-
dos os neurônios pré-sináptico e pós-sináptico simultaneamente (BLISS & 
COLLINGRIDGE, 1993). Deste modo, ocorre um aumento no influxo de sódio 
(Na+) intracelular, promovendo a ativação dos receptores glutamatérgicos 
NMDA, onde ocorre a remoção do íon magnésio (Mg2+) do canal iônico. Com a 
abertura do canal, tem-se um maior influxo de cálcio (Ca2+) para o neurônio 
pós-sináptico (NOWAK et al., 1984; ASCHER & NOWAK, 2009; BLISS & COL-
LINGRIDGE, 1993).  
O glutamato presente na fenda sináptica, liga-se aos receptores gluta-
matérgicos metabotrópicos (mGluRs), que ativam a proteina Gq, e posterior-
mente ocorre a ativação da fosfolipase C. A fosfolipase C hidrolisa o fosfatidil-
inositol bifosfato (PIP2), formando o diacilglicerol (DAG) e inositol trifostato 
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(IP3). O Ca2+ presente no citoplasma liga-se a proteína quinase II dependente 
de Ca2+ (CaMKII) que juntamente com o DAG se ligam a proteína quinase C 
(PKC). Além disso o DAG participa da fosforilação do AMPA e dos receptores 
mGluRs de glutamato (BARRIA et al., 1997).  
A CaMKll e a proteína quinase C (PKC) participam da fosforilação e da 
ativação de proteínas como as proteínas quinases ativadas por mitógenos 
(MAPK), as proteínas quinase dependente de AMPc (PKA), além de fosforilar a 
proteína 43 associada ao crescimento (growth associated protein 43, GAP-43), 
que contribui para o fortalecimento da transmissão glutamatérgica ao participar 
da mobilização das vesículas sinápticas (ROUTTENBERG et al., 2000).   
A PKC também medeia a fosforilação da proteína de ligação responsiva 
ao AMPc (CREB), um fator de transcrição responsável pela indução da síntese 
de novas proteínas (ROBERSON et al., 1999).  O CREB se liga ao DNA, em 
uma região onde está presente os promotores de um conjunto de genes espe-
cíficos, entre os quais podemos destacar o grupo de genes de expressão ime-
diatos como a proteína Arc (YAMAMOTO et al., 1990).  
A Arc possui uma função estrutural capaz de contribuir para alterações 
nos padrões da atividade neuronal, que levam a plasticidade sináptica em regi-
ões cerebrais como o hipocampo, amigdala e córtex (RAO et al., 2006; KORB, 
FINKBEINER, 2011). Após a indução da LTP, o RNAm da Arc se desloca para 
dendritos, onde se localiza a actina no citoesqueleto, e em conjunto com a pro-
teína de sinalização ERK promove a transcrição e a tradução da Arc (STE-
WARD et al. 1998; PANJA et al. 2009). Desse modo a expressão precoce da 
Arc depende da atividade neuronal (NAKAYAMA et al., 2015). A síntese da Arc 
é necessária para a expansão da rede de actina, o que é necessário para a 
manutenção da fosforilação do fator de iniciação da tradução (eIF4E). Durante 
a consolidação, a LTP precisa de síntese de Arc no giro dentado (em memórias 
dependentes de hipocampo), iniciando a partir de 10 minutos da estimulação 







1.4 A PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA 
 
Ao ser consolidada, a memória pode permanecer ao longo da vida do 
indivíduo. Estudos têm mostrado em alguns paradigmas o fenômeno da persis-
tência da memória. Estes mecanismos adjacentes a fase tardia da consolida-
ção da memória requer ondas tardias de síntese de proteínas para sustentar e 
manter as memórias de longo prazo. Diferente da consolidação, a janela da 
persistência da memória pode se estender por um período prolongado e pode 
permanecer por até 30 dias (SHEMA et al., 2007). Um estudo revelou que a 
inibição de c-Fos ou a inibição da expressão do RNAm de c-Fos no hipocampo 
prejudica a persistência da memória de longo prazo, sem prejudicar a formação 
da memória (KATCHE  et al., 2010), da mesma forma a inibição da síntese de 
proteínas 12 horas após a aquisição prejudica apenas a persistência da memó-
ria espacial de ratos, sem afetar a sua consolidação (BEKINSCHTEIN et al., 
2007). Juntos, estes dados indicam que o processo de persistência apresenta 
mecanismos ou decursos temporais diferentes da consolidação.   
Estudos evidenciam que a superexpressão da isoforma atípica da PKC, 
conhecida como proteína quinase M zeta (PKMζ), aprimora a LTP  e a memória 
de longo prazo (SHEMA et al., 2011 ; XUE et al., 2015 ; SCHUETTE et al., 
2016 ). Além disso, a concentração da proteína PKMζ aumenta persistente-
mente por um longo período de tempo (SACKTOR et al., 1993; HSIEH et al., 
2017 ). Ao inibir a isoforma PKMζ utilizando o peptídeo zeta inibitório (ZIP), po-
dem ocorrer alterações em traços de memória já estabilizados (GLANZMAN 
2013). Serrano et al., (2008) relataram que o ZIP pode prejudicar a memória de 
longo prazo na esquiva ativa, quando administrado no hipocampo dorsal ou na 
amígdala basolateral (BLA) 2 horas antes do teste da memória recente. Além 
disso o estudo mostrou que a persistência de memórias adquiridas no labirinto 
radial, no labirinto aquático de Morris, na esquiva inibitória, e no medo contex-
tual também foram prejudicadas quando foi administrado o ZIP no hipocampo 
dorsal ou na BLA (SERRANO et al., 2008).  Ademais, outro estudo utilizando 
camundongos nocaute para a PKMζ no hipocampo demonstrou que estes ani-
mais apresentam um prejuízo na manutenção da LTP e que há um prejuízo na 
memória de longo prazo anteriormente estabelecida (WANG et al., 2016 ). A 
expressão e atividade da PKMζ aumentam o número de receptores AMPA con-
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tendo a subunidade GluA2, o que facilita o tráfego dos receptores AMPA-GluA2 
e inibe a remoção dos mesmos da membrana sináptica (YAO et al., 2008; LA-
FERRIÈRE et al. 2011). O AMPA contendo GluA2 é um subtipo de receptor 
impermeável ao Ca2+, ao contrário do receptor AMPA contendo GluA1, que é 
permeável ao Ca2+ (YAO et al., 2008). 
 
FIGURA 1 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS PROCESSOS DE FORMAÇÃO E  
PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA 
 
Após a o processo de aquisição da memória, circuitos sinápticos específicos são ativados para 
manter as memórias ao longo do tempo. A estabilização dos circuitos sinápticos, é dependente 
da consolidação. O processo de consolidação é dependente da LTP e pode ser divido em duas 
fases, sendo a fase inicial da LTP e a fase tardia da LTP (em vermelho). Na fase tardia da LTP 
mecanismos responsáveis pela persistência da memória começam a ser desencadeados. Nes-
te momento, ondas tardias de síntese de proteínas são iniciadas, promovendo a manutenção 
das memórias ao longo da vida do indivíduo. A persistência da memória, inicia-se na fase tar-
dia da LTP e ondas de síntese proteicas ocorrem após o processo de consolidação com o intui-
to de sustentar os mecanismos da persistência da memória (em verde).  
 
 
1.5 A RECONSOLIDAÇÃO DAS MEMÓRIAS 
 
Após o processo de consolidação, as memórias podem ser evocadas e 
expressas através da fala ou do comportamento dos indivíduos. Até os anos 
2000, acreditava-se que após o processo de consolidação, as memórias não 
poderiam ser modificadas. No entanto, estudos relatam que as memórias ao 
serem evocadas podem ser reativadas, tornando-se lábeis novamente, o que 
as torna susceptíveis a interferências (PRZYBYSLAWSKI & SARA, 1997; NA-
DER et al., 2000). Hoje se sabe que após a evocação e reativação as memó-
rias passam por uma nova etapa de estabilização denominada reconsolidação 
da memória.  
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O processo de reconsolidação tem sido considerado o principal meca-
nismo de atualização e manutenção das memórias a longo prazo, e, portanto, 
pode ser uma grande oportunidade terapêutica para modificar memórias aver-
sivas (KIDA, 2019). Desta forma, a reconsolidação pode ser uma opção inte-
ressante para possíveis interferências na memória de medo, sendo de grande 
importância clínica para possíveis tratamentos para o TEPT.  
Sugere-se que o processo de reconsolidação é desencadeado a partir 
da ativação de receptores AMPA e NMDA, e é necessário que novas proteínas 
sejam sintetizadas para que a memória possa ser reestabilizada (NADER et al., 
2000; NIKITIN et al., 2015). O período em que os mecanismos da reconsolida-
ção ocorrem é de até 6 horas após a reativação e interferências realizadas 
após este período não são capazes de alterar o traço de memória original atra-
vés da reconsolidação (GAZARINI et al., 2013; DE LA FUENTE et al., 2015). 
Diversos estudos demonstraram interferências na expressão das memórias 
através de interferências na reconsolidação, tais como:  Przybyslwski & Sara 
em 1997 demonstrou que um traço de memória espacial pode ser enfraquecido 
utilizando um antagonista dos receptores NMDA (MK-801) após a evocação de 
uma memória espacial. Outro trabalho destacou que uma memória de medo 
pode ser enfraquecida de maneira duradoura utilizando a anisomicina, um ini-
bidor de síntese de proteínas, quando infundido na BLA após a evocação (NA-
DER et al. 2000).  Outros estudos também relataram que a administração de 
drogas como o midazolam, o canabidiol e o propranolol após a reativação da 
memória prejudicam a reconsolidação (DȨBIEC & LEDOUX, 2004; STERN et 
al., 2012; GAZARINI et al., 2013). O que esses trabalhos têm em comum é que 
nenhum deles observou efeito da administração das drogas 6 horas após a 
reativação. No entanto, os animais foram testados apenas após 24 horas e, 
portanto, não se tem dados de uma reexposição tardia para avaliar os efeitos 
sobre a persistência da memória reativada.  
No entanto, um estudo revelou que a inibição da síntese de proteínas na 
BLA 9,5 horas após a reativação da memória, prejudicou a memória de medo 
dos animais após 7 dias, mas não quando testados 2 dias após a evocação da 
memória. Neste estudo, também foi avaliado a administração do inibidor de 
síntese proteica 5 e 24 horas após a reativação da memória, porém não foram 
observadas diferenças significativas (NAKAYAMA et al., 2013). Posteriormente, 
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foi demonstrado que um aumento da expressão da proteína Arc em neurônios 
da região CA1 do hipocampo após a reativação da memória de medo em ca-
mundongos, e que a expressão tardia da proteína Arc participa da regulação 
da persistência das memórias de medo reativadas (NAKAYAMA et al. 
2015). Neste trabalho, também foi demonstrado que na BLA a Arc retorna a 
sua expressão basal 6 horas após a reativação, e 12 horas depois ocorre uma 
nova onda de síntese de Arc (NAKAYAMA et al. 2015). Além disso, este grupo 
de pesquisadores mostraram que a expressão tardia de Arc na BLA é essenci-
al para a persistência de memórias do medo contextual recém adquiridas e rea-
tivadas (NAKAYAMA et al. 2016). 
Nesse mesmo sentido, um trabalho do nosso grupo revelou que a admi-
nistração do tamoxifeno, um modulador dos receptores de estrógeno, mas que 
também inibe a proteína quinase C (PKC), prejudicou a persistência da memó-
ria reativada no paradigma do medo ao contexto. Neste trabalho mostramos 
que a administração intraperitoneal de tamoxifeno 6 e 9 horas após a reativa-
ção, prejudicou especificamente a persistência da memória de medo quando 
os animais foram testados 7 dias mais tarde, mas que após 24 horas essa 
memória mantinha-se intacta. Além disso, um grupo independente de animais 
tratados com tamoxifeno 6 horas após a reativação confirmou o prejuízo na 
persistência desta memória (teste realizado 7 dias mais tarde) e este prejuízo 
foi mantido quando os animais foram re-testados passados 21 dias. Também 
demonstramos que para ocorrer interferências na persistência da memória 
aversiva após a reativação são necessários os processos de evocação e labili-
zação (DA SILVA et al., 2016). Esses dados sugerem que a reativação da me-
mória também contribui para a persistência, e não apenas para a reconsolida-
ção, expandindo a janela temporal que pode ser alvo de tratamentos para o 








FIGURA 2 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS PROCESSOS DE RECONSOLI-
DAÇÃO E PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA 
 
Inicialmente acreditava-se que os processos de aquisição e consolidação das memórias, 
seriam as unicas etapas em que a memória poderia ser modificada (círculo vermelho). Porém a 
teoria da reconsolidação gerou uma nova linha de pesquisa modificando a visão de que a 
memória seria um processo estático podendo ser modificada após a evocação. Atualmente 
observa-se que a evocação (seta cinza) e labilização da memória (círculo rosa) geram ondas 
distintas de síntese proteica que sustentam a reconsolidação (em azul) e persistência da 
memória ao longo do tempo (em verde). 
 
1.6   A PROTEÍNA QUINASE C 
 
A proteína quinase C (PKC) pertence a uma família de isoenzimas que 
participam da mediação e da sinalização intraneural. Inicialmente a PKC foi 
descrita e denominada por Takai e colaboradores sendo primeiramente identifi-
cada no fígado de ratos (TAKAI et al., 1977a), no cerebelo de bovinos (TAKAI 
et al., 1977b) e no citosol do cérebro de ratos (INOUE et al., 1977).  
A PKC é encontrada em grande quantidade no cérebro e em outros teci-
dos de mamíferos, como também de invertebrados (NISHIZUKA, 1988; NO-
GUES, 1996). A PKC, está associada a regulação da excitabilidade neuronal, 
liberação de neurotransmissores, expressão gênica e plasticidade sináptica 
(NISHIZUKA, 1988). Geralmente presente de forma inativa no citosol, é ativada 
de maneira reversível por ligação ao fosfolípideo de membrana na presença de 
Ca2+ (TAKAI et al., 1979). Além disso, o diacilglicerol (DAG) aumenta significa-
tivamente a afinidade dessa enzima por Ca2+ e fosfolípideo (TAKAI et al., 1979; 
KISHIMOTO et al., 1980). A partir da ligação específica da PKC pelo DAG, que 
é transitoriamente formado na membrana, a ativação da PKC é acompanhada 
de sua translocação do citosol para a membrana plasmática (KAWAHARA et 
al., 1980). A duração e magnitude do sinal do DAG determina a ativação de 
PKC na membrana celular.  
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Além disso, a modulação da PKC envolve outros mecanismos. Foi mos-
trado que a PKC sofre autofosforilação (KIKKAWA et al 1982; HUANG et al., 
1986), e portanto este mecanismo pode contribuir para o aumento da afinidade 
da PKC pelo DAG sendo importante na regulação da atividade subsequente à 
transdução de sinal in vivo (BORNER et al 1989). A PKC também pode ser ati-
vada por ésteres de forbol, que se integram à membrana celular, competem 
com o DAG pelo mesmo local de ligação e ativam PKC de maneira semelhante 
(CASTAGNA et al., 1982), aumentando assim a afinidade da enzima por Ca2+. 
Além disso os ésteres de forbol, como o DAG, causam a translocação da PKC 
para membranas (KRAFT et al., 1982; KRAFT E ANDERSON, 1983). Também 
foi demonstrado que ácidos graxos insaturados, produzidos a partir de fosfoli-
pídios pela ação da fosfolipase A2, foram capazes de ativar a PKC (MCPHAIL 
et al., 1984; MURAKAMI e ROUTTENBERG, 1985).  Assim, pode-se observar 
que mecanismos distintos podem contribuir para a ativação e modulação da 
PKC, através de vias complexas de sinalização intracelular (LIU, 1996).  
A PKC era considerada uma única proteína (INOUE et al., 1977), contu-
do, estudos posteriores a revelaram como uma família heterogênea de quina-
ses dependentes de fosfolipídios que podem ser divididas em três categorias, 
com base no cofator requerido para ativação e sua estrutura (JAKEN, 1996). 
As PKC’s convencionais α, βI, βII e γ, foram identificadas em genomas de bo-
vinos, humanos e ratos em 1986 (COUSSENS et al., 1986) e no genoma de 
coelho em 1988 (OHNO et al., 1988) e requerem cálcio e DAG ou éster de for-
bol como cofatores. As PKC’s novas δ, ɛ, η e θ, (LIU & HECKMAN, 1998) ne-
cessitam apenas de DAG ou éster de forbol. A terceira classe das PKC’s, são 
as atípicas ζ, ι e λ (SACKTOR et al., 1993) e não requerem cálcio ou DAG para 
sua ativação.  
Todas as PKC’s possuem em sua estrutura um domínio regulatório ami-
no-terminal contendo sítios de ligação ao fosfolipídio e éster de forbol, exceto 
as PKC’s atípicas. Este domínio é separado do domínio terminal catalítico con-
tendo os locais de ligação ao ATP. O DAG produzido através de hidrólise fosfo-
lipídica, regula as atividades das PKC’s convencionais e novas. A regulação da 
atividade das PKC’s atípicas ainda não é muito bem conhecida.  
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FIGURA 3 - FIGURA ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA DAS ISOFORMAS DA PROTEÍ-
NA   QUIINASE C (PKC) 
 
 
Fonte: Adaptado de CHAU & LAU, 2020. 
Figura esquemática da estrutura das isoformas da proteína quinase C (PKC). A família PKC 
pode ser subdividida em três classes, de acordo com a composição do domínio. Todos os 
membros da PKC contêm um domínio terminal C (azul). As PKC’s convencionais (α, βI, βII e γ) 
contêm um domínio de pseudo-substrato (PS, retângulo vermelho), domínios C1 consecutivos 
(laranja) que se ligam a diacilglicerol e fosfatidilserina e um domínio C2 de ligação a 
Ca2 + (verde). As novas PKC’s (δ, ε, η e θ) conservaram domínios C1, mas um domínio C2 
"novo" (ciano) que não liga Ca2+. PKC’s atípicas (ζ e ι / λ) apresentam um domínio PB1 (roxo) 
para interação proteína-proteína e um domínio C1 “atípico” (rosa) que não tem afinidade com 
diacilglicerol ou fosfatidilserina. a PKMζ é uma forma modificada de PKCζ que não possui os 
domínios reguladores do terminal N.  
 
A PKC ativada participa de muitos papéis biológicos, como o crescimen-
to e diferenciação celular a oncogênese e inflamação. DeRiemer et al., (1985) 
evidenciaram de que a ativação da PKC endógena ou a injeção intracelular da 
enzima purificada aumentou a corrente sensível ao cálcio em neurônios de 
aplysia. Routtenberg et al. (1985), para esclarecer melhor o papel da PKC na 
ação neuronal, estudaram o efeito do éster de forbol em fatias do hipocampo 
de ratos. Então mostraram que o éster de forbol bloqueou a hiperpolarização 
tardia provocada pela estimulação sináptica, sugerindo que a PKC regula a 
condutância da membrana, possivelmente através da translocação da PKC. 
Desse modo, a PKC poderia ser um regulador da excitabilidade neuronal. Pos-
teriormente, estudos relacionando a atividade da PKC com os mecanismos de 
plasticidade e memória começaram a surgir (ROUTTENBERG et al., 1985). 
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Outro trabalho relatou que a infusão de PKC na região CA1 do hipocampo 
promoveu um aumento da LTP (HU et al., 1987). Akers e colaboradores cons-
tataram que 1 hora após a indução da LTP, a atividade da PKC aumentou duas 
vezes nas membranas e diminuiu proporcionalmente no citosol, sugerindo a 
translocação da PKC (AKERS et al., 1986). Além disso, foi proposto que a es-
timulação tetânica das sinapses do hipocampo ativa a PKC, e a indução da 
LTP foi acompanhada da ativação persistente da PKC, que está diretamente 
relacionada à persistência da plasticidade sináptica (AKERS et al., 1986).  
A distribuição da PKC no hipocampo de mamíferos desempenha um pa-
pel crucial nos processos de aprendizagem e armazenamento da memória e 
estudos evidenciaram a participação da PKC nestes mecanismos. Burchuladze 
et al., (1990), relataram que a formação da memória em pintinhos, depende da 
PKC ligada à membrana. Além disso, outro estudo mostrou que ocorre a ativa-
ção persistente da PKC durante o desenvolvimento da facilitação a longo prazo 
em aplysia (SOSSIN et al 1994). Adicionalmente outros trabalhos surgiram con-
firmando o papel da PKC nos mecanismos de formação e manutenção da me-
mória, como na memória espacial onde as concentrações de isoformas de PKC 
do hipocampo em ratos jovens e idosos foram relatadas (COLOMBO, et al 
1997). Foi avaliado no labirinto aquático, as relações entre a aprendizagem 
espacial e as concentrações hipocampais das isoformas de PKC α, β e γ, entre 
os ratos jovens foi observado que aqueles com melhor memória espacial foram 
os que apresentaram as maiores concentrações de PKCγ e de PKC βII. Já en-
tre os animais idosos apresentaram concentrações aumentadas de PKCγ no 
hipocampo (COLOMBO, et al 1997). Nos anos 2000, foi mostrado o papel 
da PKC α, e β na amígdala basolateral (BLA) que são críticas para a consoli-
dação da memória na esquiva inibitória em ratos (BONINI, et al. 2005). Posteri-
ormente foi relatado a participação da PKC do hipocampo na aquisição, conso-
lidação e reconsolidação de memória espacial na tarefa de aprendizado do la-
birinto aquático de Morris (BONINI, et al 2007).  
Tem sido proposto que as PKC’s atípicas possuem um papel importante 
nas fases iniciais e tardias da LTP.  Sendo assim, a PKCι/λ é necessária para 
as fases iniciais da formação da memória (SACKTOR & HELL, 2017) e essa 
função está relacionada à sua capacidade de aumentar o tráfego de receptores 
AMPA que contêm a subunidade GluA1 na zona de densidade sináptica (PSD; 
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BORODINOVA et al., 2017). Já a PKMζ é importante na LTP tardia e é neces-
sária para a persistência da memória, pois é uma quinase constitutivamente 
ativa e aumenta no citosol durante o estágio de manutenção da memória a lon-
go prazo (SACKTOR, 2012).  
 
FIGURA 4 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA EXPRESSÃO DAS PKC’s ATÍPICAS 
DURANTE A LTP 
 
Fonte: Adaptado de WANG et al., 2016. 
As PKC’s atípicas participam das fases iniciais e tardias da LTP.  A isoforma atípica PKCι/λ é 
expressa e é necessária para as fases iniciais da formação da memória (em vermelho). Sua 
função está relacionada ao aumento do tráfego de receptores AMPA que contêm a subunidade 
GluA1 na zona de densidade sináptica (PSD). A PKMζ tem sua expressão aumentada no cito-
sol e possui um papel primordial na fase tardia da LTP, sendo necessária para a persistência 
da memória (em azul). 
 
1.7 A PKMζ 
 
 
Conforme a classificação das PKC’s, a PKMζ é uma isoforma atípica 
(SACKTOR et al, 1993; HERNANDEZ et al, 2003). Uma vez sintetizada, a pro-
teína permanece ativa até sua degradação. Sacktor et al., (1993) sugeriram 
que a PKMζ poderia ter um papel essencial no mecanismo de manutenção da 
memória a longo prazo. Foi demonstrado que a PKMζ tem um papel significati-
vo na manutenção da modificação sináptica associada à aprendizagem, mos-
trando que a interferência na função normal da PKMζ altera a manutenção da 
LTP (LING et al, 2006; PASTALKOVA et al., 2006 SERRANO et al., 2008). A 
PKMζ é considerada uma proteína relacionada à plasticidade (PRP) específica 
da LTP, que mantém a LTP nos dendritos apicais e regula a indução dos pro-
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cessos tardios da LTP, bem como o processo de marcação sináptica nos den-
dritos basais (SAJIKUMAR et al., 2005). Além disso a PKMζ participa dos pro-
cessos de manutenção da memória através da sua influência no tráfego de re-
ceptores de AMPA. A migração de receptores AMPA para as membranas pós-
sinápticas é um mecanismo importante para plasticidade e aprendizado sináp-
ticos (KESSELS & MALINOW, 2009). Portanto interromper esta quinase atípica 
pode prejudicar a persistência da memória, sem afetar a sua formação. 
De fato, foi demonstrado que a inibição farmacológica da PKMζ pelo 
peptídeo zeta inibitório (ZIP), levou ao prejuízo da memória de longo prazo na 
memória espacial, do medo condicionado, da esquiva inibitória e da aversão ao 
sabor (SERRANO et al., 2008; SHEMA et al., 2007; 2011). Também já foi mos-
trado que ao interromper a atividade da PKMζ na amígdala 24 horas após um 
treino, prejudica a manutenção da memória do medo auditivo (MIGUES et al., 
2010). Além disso, já foi reportado que ao prejudicar a atividade da PKMζ na 
amígdala pode ocorrer alteração na memória de medo em ratos e pode levar à 

















FIGURA 5 - O MECANISMO DE MANUTENÇÃO DA MEMÓRIA SUBJACENTE A LTP 
MEDIADO PELA PKMζ 
 
 
Fonte: Adaptado de SACKTOR, 2012. 
A partir do gene da proteína quinase C, zeta (PRKCζ) presente nos neurônios ocorre a indução 
de um promotor interno que produz o mRNA da proteína quinase M (PKMζ) que codifica um 
domínio catalítico, sem um domínio regulador. O RNAm da PKMζ é transportado para os den-
dritos. Durante a indução de potenciação a longo prazo (LTP), várias vias de sinalização esti-
muladas por receptores NMDA são necessários para liberar o bloqueio da tradução. Uma vez 
sintetizado, a PKMζ se liga e é fosforilada pela proteína quinase 1 dependente de fosfoinositida 
(PDK1), o que aumenta a atividade desta quinase constitutiva. A PKMζ potencializa as respos-
tas dos receptores AMPA, aumentando o número de receptores na densidade pós-sináptica 
através da ação do fator sensível à proteína N-etilmaleimida (NSF). CaMKII, Ca 2+/ proteína 
quinase II dependente de calmodulina; Glu, glutamato; MAPK, proteína quinase ativada por 
mitogênio; mTOR, alvo de rapamicina em mamíferos; PI3K, fosfatidilinositol 3-cinase; PKA, 






1.8 O CÓRTEX PRÉ-FRONTAL MEDIAL 
 
O neocórtex é uma estrutura altamente organizada presente em todos 
os mamíferos que processa informações sensoriais, motoras, de linguagem, 
emocionais e associativas (ROCKLAND, 2015). Entre estes, várias regiões cor-
ticais como córtex pré-frontal medial (CPFm) possui um papel primordial nos 
processos de consolidação, reconsolidação e persistência de memórias 
SCHLICHTING & PRESTON, 2016; GONZALES et al., 2014). O CPFm de ra-
tos é subdivido em três principais regiões, o córtex cingulado anterior (CCA), o 
córtex pré-límbico (córtex PL) e o córtex infralímbico (córtex IL; HOOVER & 
VERTES, 2007). Estudos evidenciam que essas três porções do CPFm possu-
em um papel de controle dos comportamentos associados à expressão do me-
do, ou seja, enquanto a atividade do CCA e do PL aumentam a expressão do 
medo, a atividade do IL tem efeitos contrários (HEIDBREDER & GROENEWE-
GEN, 2003). 
A região do córtex PL estar implicada na reconsolidação de respostas 
condicionadas ao medo. O córtex PL recebe e envia projeções para a região 
CA1 do hipocampo dorsal, além de enviar projeções para a amígdala basolate-
ral (VERTES, 2004; HOOVER & VERTES, 2007). O córtex IL está relacionado 
com a facilitação da extinção, reduzindo a expressão da memória de medo 
(BURGOS-ROBLES et al., 2009; PETERS et al., 2009) e projeta-se para os 
núcleos da amígdala através de sinapses com as células intercalares da amíg-
dala, as quais são neurônios GABAérgicos inibitórios. A região do córtex ACC 
recebe e envia projeções para o hipocampo dorsal e BLA, além participar dos 
mecanismos de consolidação, e reconsolidação da memória remota (FRAN-
KLAND et al 2006, DENARDO et al., 2019; MAKINO et al., 2019).  
A ativação do CPFm e, consequentemente, a atividade da BLA orques-
tram as respostas ao medo condicionadas durante os processos de reconsoli-
dação. Supostamente, durante a reconsolidação da memória de medo, o au-
mento da atividade da BLA juntamente com as projeções hipocampais, controla 
a atividade do córtex PL (HERRY et al., 2008). Stern et al., (2014) revelou que 
atividade do córtex PL participa da reconsolidação da memória do medo ao 
longo do tempo. A infusão de muscimol no córtex PL prejudicou a reconsolida-
ção da memória do medo contextual, quando realizadas imediatamente após a 
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reativação, além disso ao infundir muscimol no córtex IL após a reativação não 
houve prejuízo da  reconsolidação da memória do medo, como visto em ani-
mais inativados no córtex PL. Ademais, a expressão de Zif268, um produto de 
um gene precoce imediato relacionado à reconsolidação de memória aumenta 
nos córtex PL e CCA, mas não no córtex IL, após uma breve reativação da 
memória de medo (STERN et al., 2014). Usando um paradigma olfativo de 
condicionamento do medo, Do Monte et al. (2013) estudaram o envolvimento 
de duas sub-regiões do CPFm, a região do córtex PL e o córtex CCA. Os resul-
tados revelaram que o bloqueio de receptores α1- adrenérgicos no PL após a 
recuperação da memória de medo, prejudicou a reconsolidação da memória, 
enquanto o mesmo tratamento realizado no CCA não afetou a reconsolidação 
da memória recente (DO MONTE et al., 2013).  
O córtex PL de ratos é homólogo ao córtex cingulado anterior dorsal 
(CCAd) em humanos e estudos neuroimagem por tomografia ou ressonância 
magnética, mostram que pacientes com TEPT apresentam uma hiperativação 
dessa região (FANI et al., 2012; PITMAN et al., 2012; ROUGEMONT-
BÜCKING et al., 2011). Além disso outro estudo relatou que as anormalidades 
funcionais do CCAd, está positivamente correlacionada com a gravidade dos 




























FIGURA 6 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO CORTEX PRÉ-FRONTAL MEDIAL 
 
 
Fonte: Adaptado de MCKLVEEN et al., 2015. 
Neuroanatomia do córtex pré-frontal medial (CPFm). Seções sagitais (esquerda) e coronal 
(direita) do CPFm demonstrando o córtex cingulado anterior (CCA), pré-límbico (PL) e córtex 





































2. HIPÓTESE  
 
Em humanos com TEPT, o CCAd está hiperativado, contribuindo para o 
aumento da expressão do medo (FANI et al., 2012; PITMAN et al., 2012). Ain-
da, estudos post-mortem em encéfalos de vítimas de suicídio encontraram um 
aumento na expressão de PKC, no córtex frontal (CHOI et al., 2011). Em roe-
dores, a região homóloga ao CCAd é o córtex PL (STEFANACCI & AMARAL, 
2002), uma região importante para a reconsolidação e persistência da memória 
de medo (STERN et al., 2014; XUE et al., 2015). Com base no exposto e na 
importância da PKC para o processo de formação e persistência da memória, a 
hipótese desse projeto é que a atividade das proteínas PKC e da isoforma atí-
pica PKMζ no córtex PL estariam envolvidas com a reconsolidação e persistên-

















3. OBJETIVO  
 
O objetivo do presente trabalho foi investigar o papel da PKC e da PKMζ 
presentes no córtex PL na reconsolidação e na persistência da memória de 
medo contextual em ratos após a reativação. 
 
3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar o efeito do tamoxifeno administrado no córtex PL imediatamente 
após a reativação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito do tamoxifeno administrado no córtex PL 6 horas após a 
reativação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito do tamoxifeno administrado no CCA imediatamente após 
a reativação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito do tamoxifeno administrado no CCA 6 horas após a rea-
tivação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar a expressão de Arc no córtex PL em diferentes momentos após a 
reativação da memória. 
 Avaliar o efeito da queleritrina administrada no córtex PL 6 horas após a 
reativação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito da queleritrina administrada no córtex PL 9 horas após a 
reativação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito da queleritrina administrada no córtex PL 12 horas após 
a reativação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito da queleritrina administrada no córtex PL 18 horas após 
a reativação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito da queleritrina administrada no córtex PL 6 horas após a 
omissão da reativação da memória de medo ao contexto. 
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 Avaliar o efeito do ZIP administrado no córtex PL 6 horas após a reativa-
ção da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito do ZIP administrado no córtex PL 6 horas após a omis-
são da reativação da memória de medo ao contexto. 
 Avaliar o efeito do ZIP administrado no córtex PL 6 horas após a reativa-
ção da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar se o efeito do ZIP administrado no córtex PL 6 horas após a rea-
tivação da memória de medo ao contexto é independente do tempo de-
corrido entre a administração de ZIP e o Teste A1. 
 Avaliar o efeito da queleritrina administrada no córtex PL imediatamente 
após a reativação da memória de medo ao contexto.  
 Avaliar o efeito da queleritrina administrada no córtex PL imediatamente 
após a omissão da reativação da memória de medo ao contexto. 
 Avaliar o efeito do ZIP administrado no córtex PL imediatamente após a 
reativação da memória de medo ao contexto. 
 Avaliar o efeito do ZIP administrado no córtex PL 1 hora após a reativa-












4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 ANIMAIS  
 
Foram utilizados ratos Wistar machos adultos pesando 290-320 g pro-
venientes do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná. 
Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas em grupos de cinco animais 
por gaiola com acesso a comida e água ad libitum, e mantidos em ambiente 
com temperatura controlada de 22 ± 2°C e o ciclo claro/escuro de 12 horas ci-
clo (luzes acesas às 7:00 e apagadas às 19:00). Todos os experimentos foram 
realizados após a aprovação do protocolo experimental pelo Comitê de Ética 
para o cuidado e uso de animais laboratoriais do Setor de Ciências Biológicas 
da Universidade Federal do Paraná (autorização número 1011) e foram reali-
zados de acordo com o Guia para o cuidado e uso de animais de laboratório 




O tamoxifeno (TMX; Sigma, EUA), um inibidor não seletivo da PKC e um 
modulador seletivo de receptores de estrógeno, foi dissolvido em solução sali-
na contendo 20% de dimetilsulfóxido (DMSO) e infundido na dose de 0,25 
μg/0,2 μL/hemisfério. A solução salina contendo 20% de DMSO, foi usada co-
mo controle (TALEBI et al. 2010). 
A queleritrina (QUE; Sigma, EUA), um inibidor não seletivo da PKC, foi 
dissolvida em solução salina contendo 5% de monooleato de polioxietileno sor-
bitano (Tween 80) e foi infundida na dose de 3,0 nmol/0,2 μL/hemisfério. A so-
lução salina contendo 5% de Tween 80 (Veículo) foi utilizada como controle 
(PASTALKOVA et al, 2006).  
O peptídeo zeta inibitório (ZIP; Anaspec, EUA), um inibidor da PKMζ foi 
dissolvido em PBS (Tampão fosfato salina) na dose de 10 nmol/0,2 
μL/hemisfério. O Scrambled-ZIP (SCR-ZIP; Tocris, EUA) na dose de 10 
nmol/0,2 μL, foi dissolvido em PBS, e utilizado como controle (SHI et al., 2011). 
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A seleção da dose de cada droga foi baseada em estudos publicados 
anteriormente. As drogas foram preparadas, fracionadas em microtubos e pos-
teriormente armazenadas em freezer -20°C.  
 
4.3 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA PARA O IMPLANTE DE CÂNULAS  
 
Os ratos foram anestesiados com quetamina (75 mg/kg; Carlier, Brasil) e 
xilazina (15 mg/kg; Sespo, Brasil), associada à anestesia local (lidocaína a 
3,0% com noradrenalina 1:50000; Dentsply, Brasil). Após anestesia, os animais 
foram colocados no aparelho estereotáxico (KOFP®, EUA). Duas cânulas-guia 
de aço inoxidável (comprimento: 11 mm; diâmetro externo: 0,6 mm) foram im-
plantadas bilateralmente direcionadas ao córtex PL ou ao córtex CCA seguindo 
as coordenadas (AP =+11,8 mm interaural, ML=±0,6 da sutura central, DV=-1,8 
do crânio) do Atlas de cérebro de rato de Paxinos & Watson (2009). As cânulas 
foram fixadas ao crânio com dois parafusos e resina acrílica de uso ortodôntico. 
Para evitar uma possível oclusão, um mandril de aço inoxidável foi introduzido 
dentro de cada cânula-guia. Imediatamente após a cirurgia, os animais recebe-
ram 0,4 mL/kg de ibuprofeno por via oral (20 mg/mL, Natulab, Brasil; 
RAYMUNDI, et al., 2020) e após dez dias de recuperação do procedimento 
cirúrgico os experimentos comportamentais foram iniciados.  
 
4.4 INFUSÃO BILATERAL DAS DROGAS 
 
Em diferentes momentos após a reativação da memória, os animais re-
ceberam uma infusão bilateral com agulhas odontológicas introduzidas pelas 
cânulas-guia até que suas pontas estivessem 1,5 mm abaixo da extremidade 
da cânula quando as drogas foram infundidas no córtex PL, ou 1,2 mm quando 
as drogas foram infundidas no córtex CCA. Durante 1 min, 0,2 μL/hemisfério de 
veículo ou droga, foi infundido usando duas microseringas Hamilton® de 5,0 μL 
conectadas a uma bomba de infusão (Insight, Brasil) e um cateter de polietile-
no, foi interposto entre a extremidade superior das agulhas odontológicas e as 
seringas. Para monitorar o fluxo da infusão da droga foi observado o desloca-
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mento de uma bolha de ar no interior do polietileno. As agulhas foram removi-
das 45 segundos após o término das infusões.  
Após o finalizar os experimentos, os animais foram anestesiados usando 
1,0 mL/kg de uma solução contendo xilazina (10 mg/mL, Carlier) e hidrato de 
cloral (2,3 mg/mL, Vetec) por via intraperitoneal (i.p.). O corante azul de metile-
no no volume de 0,2 μL/hemisfério foi infundido através das cânulas-guia para 
a avaliação posterior dos locais de infusão. Logo depois, o cérebro foi removido 
e imerso em uma solução de 10% de formalina. Fatias de cérebro (50 μm de 
espessura) foram obtidas em um vibrátomo (Leica®), e lâminas foram monta-
das, coradas com nissl e o local da infusão foi averiguado. Os animais foram 
incluídos na análise estatística quando a infusão foi confirmada nos dois hemis-
férios do córtex PL ou do CCA (Figura 7). 
 




Fonte: Adaptado de DA SILVA et al., 2020. 
Desenho esquemático do córtex pré-frontal medial do rato, destacando as sub-regiões do cór-
tex pré-límbico (PL) e córtex cingulado anterior (CCA). (A) Posicionamentos representativos do 
local da infusão (em vermelho) no córtex PL. (B) Posicionamentos representativos do local da 
infusão (em azul) no CCA. Os animais foram incluídos na análise quando o tratamento foi in-








O condicionamento do medo ao contexto, foi realizado em uma caixa 
(Contexto A; 26x31,5x21 cm; Insight, Brasil), com paredes laterais em alumínio 
cinza, com a parede frontal e a tampa superior em acrílico transparente. O piso 
é feito de barras de aço inoxidável (3 mm de diâmetro e espaçamento de 0,9 
mm entre as barras) conectadas a uma fonte geradora de choque (Insight, Bra-
sil). Utilizou-se uma caixa neutra (Contexto B; 34x26x33 cm) com paredes de 
acrílico transparente e uma tampa preta para fornecer pistas contextuais dife-
rentes do Contexto A. O contexto B foi usado para avaliar a generalização do 
medo ou como um contexto incapaz de induzir a reativação da memória. 
 
4.6 PROCEDIMENTOS GERAIS 
 
Todos os animais foram ambientados à sala experimental por pelo me-
nos 30 minutos antes de cada sessão. As salas experimentais foram mantidas 
sob temperatura controlada (22±2 °C) e com luminosidade de aproximadamen-
te 80 lux.  
O condicionamento do medo ao contexto consistiu nas seguintes ses-
sões:  
Sessão de familiarização: a sessão de familiarização foi realizada logo 
no primeiro dia dos testes comportamentais. Os animais foram colocados no 
contexto A por 3 minutos, onde exploraram livremente e depois retornaram às 
suas gaiolas (Figura 8 A).  
Sessão de condicionamento: Após 24 horas da sessão de familiariza-
ção, os animais foram submetidos à sessão de condicionamento no Contexto 
A. Após os 30 segundos iniciais, os animais receberam três choques nas patas 
de 0,8 mA/3 segundos, com intervalo de 30 segundos entre os choques, o es-
tímulo incondicionado (EI; Figura 8 B).  Após o último choque, o animal perma-
neceu por mais 30 segundos na câmara de condicionamento e depois retornou 
para a gaiola moradia. 
Sessão de evocação e reativação: Após 24 horas da sessão de condici-
onamento, foi realizada a sessão de evocação e reativação da memória de 
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medo. Os animais foram reexpostos ao Contexto A por 3 minutos sem a apre-
sentação do EI. O tratamento com veículo ou as diferentes drogas foi feito bila-
teralmente no córtex PL ou no córtex CCA imediatamente, 1, 6, 9, 12 ou 18 
horas após a sessão de reativação (Figura 8 C).  
Teste A: Após 24 horas da sessão de evocação e reativação da memó-
ria de medo, os animais foram reexpostos ao Contexto A por 3 minutos (Teste 
A1; Figura 8 D); e foram novamente expostos ao Contexto A (3 minutos) 7 e/ou 
21 dias depois (Teste A2 e Teste A3, respectivamente). 
Teste B: Em todos os experimentos, para avaliar a possível expressão 
do medo generalizado, 24 horas após os testes A1, A2, e/ou A3 os animais fo-
ram expostos ao Contexto B não pareado e neutro (Teste B; Figura 8 E) por 3 
minutos. Como nenhuma generalização do medo foi observada, esses dados 
foram omitidos. Além disso, a exposição ao Contexto B também foi usada para 
omitir a evocação da memória. As caixas foram limpas com uma solução a 
10% de etanol após cada sessão. 
 
FIGURA 8 – FIGURA ESQUEMÁTICA DAS SESSÕES EXPERIMENTAIS 
(A) Sessão de familiarização: consiste na exposição dos animais ao Contexto A num período 
de 3 minutos sem a presença do estímulo incondicionado. (B) Sessão de condicionamento: a 
sessão de condicionamento foi realizada 24 horas após a familiarização e consistiu na exposi-
ção dos animais ao Contexto A, onde os animais receberam 3 choques (estímulo incondiciona-
do, EI) na intensidade de 0,8 mA/3 s. Após 30 s do último EI os animais retornaram à caixa 
moradia. (C) Sessão de evocação e reativação: a sessão de evocação da memória foi realiza-
da 24 horas após a sessão de condicionamento. A sessão de evocação é caracterizada por 
uma breve exposição de 3 min ao Contexto A, sem a apresentação do EI. (D) Teste A: o Teste 
A1 foi realizado 24 horas após a sessão de evocação. Em todos os experimentos os animais 
foram reexpostos ao Teste A, denominada de Teste A2. O Teste A consistiu na exposição dos 
animais no Contexto A, na ausência do EI, por 3 minutos para avaliação do comportamento de 
congelamento. Nos experimentos 6, 8 e 12, o Teste A ocorreu 24 horas após a exposição dos 
animais ao Contexto B. (E) Teste B: o Teste B correu 24 horas após o Teste A em todos os 
experimentos e consistiu na exposição dos animais ao Contexto B por 3 minutos. O comporta-
mento de congelamento foi avaliado. Nos experimentos onde os animais tiveram a sessão de 




4.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  
 
Os experimentos foram conduzidos de maneira semelhante aos estudos 
anteriores já realizados no laboratório (DA SILVA et al., 2016), e foram realiza-
dos entre 13 e 17 horas, para minimizar possíveis influências circadianas no 
aprendizado e no processamento da memória. 
Para investigar se a inibição da PKC pelo tamoxifeno interfere com a re-
consolidação de uma memória reativada, animais condicionados no medo ao 
contexto foram alocados aleatoriamente em grupos para receber uma infusão 
bilateral no córtex PL ou no CCA de veículo ou de tamoxifeno (0,25 μg) imedia-
tamente após a sessão de reativação (Delineamento experimental 1; Figura 9; 
Resultado 1; Figura 13 A e Figura 13 C). 
Para investigar se a inibição da PKC pelo tamoxifeno interfere com a 
persistência de uma memória reativada, animais condicionados no medo ao 
contexto foram alocados aleatoriamente em grupos para receber uma infusão 
bilateral no córtex PL ou no CCA de veículo ou de tamoxifeno (0,25 μg) 6 h 
após a sessão de reativação (Delineamento experimental 1; Figura 9; Resulta-
do 1; Figura 13 B e Figura 13 D). 
 
FIGURA 9 – FIGURA ESQUEMÁTICA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 1 
 
Delineamento experimental dos procedimentos realizados para investigar se a inibição da PKC 
pelo tamoxifeno interfere com a reconsolidação ou na persistência de uma memória reativada. 
Os animais condicionados no medo ao contexto foram alocados aleatoriamente em grupos 
para receber uma infusão bilateral no córtex PL ou no CCA de veículo ou de tamoxifeno imedi-
atamente ou 6 horas após a reativação. Fam, familiarização; Cond, condicionamento; Reat, 
reativação. 
 
Para avaliar a expressão da Arc em diferentes tempos após a reativação 
da memória aversiva, os ratos foram condicionados, submetidos a sessão de 
reativação (Resultado 2; Figura 14 A) e posteriormente foram decapitados para 
avaliação da expressão da Arc imediatamente (0 hora), 90 min, 6, 9, 12 e 18 
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horas após a reativação (Delineamento experimental 2; Figura 10; Resultado 2; 
Figura 14 B). 
 
FIGURA 10 – FIGURA ESQUEMÁTICA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 2 
 
Delineamento experimental dos procedimentos realizados para avaliar a expressão da Arc em 
diferentes tempos após a reativação da memória aversiva. Os ratos foram condicionados, 
submetidos a sessão de reativação e posteriormente foram decapitados para a dissecação dos 
encéfalos para avaliação da expressão da Arc. Fam, familiarização; Cond, condicionamento; 
Reat, reativação. 
 
Para investigar se a inibição da PKC pela queleritrina interfere com a 
persistência de uma memória reativada, animais condicionados no medo ao 
contexto foram alocados aleatoriamente em grupos para receber uma infusão 
bilateral no córtex PL de veículo ou de queleritrina (3,0 nmol) 6, 9, 12 e 18 ho-
ras após a sessão de reativação (Delineamento experimental 3; Figura 11; Re-
sultado 3; Figura 15 A-D).  
 
FIGURA 11 – FIGURA ESQUEMÁTICA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 3   
 
Delineamento experimental dos procedimentos realizados para investigar se a inibição da PKC 
pela queleritrina interfere com a persistência de uma memória reativada. Os animais condicio-
nados no medo ao contexto foram alocados aleatoriamente em grupos para receber uma infu-
são bilateral no córtex PL de veículo ou de queleritrina 6, 9, 12 e 18 horas após a sessão de 
reativação. Fam, familiarização; Cond, condicionamento; Reat, reativação. 
 
Posteriormente para investigar se o prejuízo na persistência da memória 
induzido pela queleritrina depende da reativação da memória, animais condici-
onados no medo ao contexto foram aleatoriamente alocados para receber uma 
infusão bilateral no córtex PL de veículo ou queleritrina (3,0 nmol) 6 horas após 
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a exposição ao contexto B por 3 min (Delineamento experimental 4; Figura 12; 
Resultado 4; Figura 16). 
 
FIGURA 12 – FIGURA ESQUEMÁTICA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 4  
 
Delineamento experimental dos procedimentos realizados para investigar se o prejuízo na per-
sistência da memória induzido pela queleritrina depende da reativação da memória. Os animais 
condicionados no medo ao contexto foram aleatoriamente alocados para receber uma infusão 
bilateral no córtex PL de veículo ou queleritrina 6 horas após a exposição ao contexto B. Fam, 
familiarização; Cond, condicionamento; Não Reat, não reativação. 
 
Para investigar a relevância da PKMζ na persistência de uma memória 
reativada,  animais condicionados no medo ao contexto foram alocados aleato-
riamente em grupos que receberam uma infusão bilateral de Scr-ZIP (10 nmol) 
ou ZIP (10 nmol) no córtex PL 6 horas após a reexposição do contexto A (Re-
sultado 5; Figura 17). Em seguida para investigar se o prejuízo na persistência 
da memória induzido pelo ZIP depende da reativação da memória, animais 
condicionados no medo ao contexto foram aleatoriamente alocados que rece-
beram uma infusão bilateral no córtex PL de Scr-ZIP (10 nmol) ou ZIP (10 
nmol) 6 horas após o contexto B por 3 min (Delineamento experimental 5; 
Figura 13; Resultado 6; Figura 18).  
 
FIGURA 13 – FIGURA ESQUEMÁTICA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 5  
 
Delineamento experimental dos procedimentos realizados para investigar a relevância da 
PKMζ na persistência de uma memória reativada. Os animais condicionados no medo ao con-
texto foram alocados aleatoriamente em grupos para receber uma infusão bilateral de Scr-ZIP 
ou ZIP no córtex PL 6 horas após a reativação ou após a omissão da reativação. Fam, familia-
rização; Cond, condicionamento; Reat, reativação; Não Reat, não reativação. 
 
48 
Posteriormente para investigar se o prejuízo na persistência da memória 
induzido pelo ZIP depende da exposição do Teste A1 no dia seguinte a reativa-
ção. Os animais condicionados no medo ao contexto, foram aleatoriamente 
alocados em grupos que receberam uma infusão bilateral de Scr-ZIP (10 nmol) 
ou ZIP (10 nmol) no córtex PL 6 horas após a reexposição do contexto A por 3 
min e foram testados 10 dias a sessão de reativação (Delineamento 
experimental 6; Figura 14; Resultado 7; Figura 19). 
 
FIGURA 14 – FIGURA ESQUEMÁTICA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 6  
 
Delineamento experimental dos procedimentos realizados para investigar se o prejuízo na per-
sistência da memória induzido pelo ZIP depende da exposição do Teste A1 no dia seguinte a 
reativação. Os animais condicionados no medo ao contexto, foram aleatoriamente alocados em 
grupos para receber uma infusão bilateral de Scr-ZIP ou ZIP no córtex PL 6 horas após a reati-
vação e foram testados 10 dias mais tarde. Fam, familiarização; Cond, condicionamento; Reat, 
reativação. Fam, familiarização; Cond, condicionamento; Reat, reativação. 
 
Para investigar se a inibição da PKC induzida pela queleritrina também 
interfere com a reconsolidação de uma memória reativada, animais condicio-
nados no medo ao contexto foram alocados aleatoriamente em grupos que re-
ceberam uma infusão bilateral no córtex PL de veículo ou queleritrina (3,0 
nmol), imediatamente após a reativação da memória (Resultado 8; Figura 20). 
Em seguida para investigar se possíveis comprometimentos na reconsolidação 
de memória induzida pela queleritrina necessitam da reativação da memória, 
imediatamente após a exposição ao contexto B (não reativado) os animais fo-
ram alocados aleatoriamente em grupos que receberam uma infusão bilateral 
no córtex PL de veículo ou queleritrina (3,0 nmol; Delineamento experimental 7; 






FIGURA 15 – FIGURA ESQUEMÁTICA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 7  
 
Delineamento experimental dos procedimentos realizados para investigar se a inibição da PKC 
induzida pela queleritrina também interfere com a reconsolidação de uma memória reativada 
ou para investigar se possíveis comprometimentos na reconsolidação de memória induzida 
pela queleritrina necessitam da reativação da memória. Os animais foram alocados aleatoria-
mente em grupos para receber uma infusão bilateral no córtex PL de veículo ou queleritrina 
imediatamente após a reativação ou imediatamente após a omissão da reativação. Fam, fami-
liarização; Cond, condicionamento; Reat, reativação; Não Reat, não reativação. 
 
 
Para investigar se a inibição da PKMζ induzida por ZIP também interfere 
na reconsolidação de uma memória reativada, os animais condicionados no 
medo ao contexto  foram alocados aleatoriamente em grupos  que receberam 
uma infusão bilateral no córtex PL de Scr-ZIP (10 nmol) ou ZIP (10 nmol) ime-
diatamente ou 1 hora após a reativação da memória (Delineamento 
experimental 8; Figura 16; Resultado 10; Figura 22 A e 22 B respectivamente). 
 
FIGURA 16 – FIGURA ESQUEMÁTICA DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 8  
 
Delineamento experimental dos procedimentos realizados para investigar se a inibição da 
PKMζ induzida por ZIP interfere na reconsolidação de uma memória reativada, os animais con-
dicionados no medo ao contexto  foram alocados aleatoriamente em grupos  para receber uma 
infusão bilateral no córtex PL de Scr-ZIP ou ZIP imediatamente ou 1 hora após a reativação da 
memória. Fam, familiarização; Cond, condicionamento; Reat, reativação. 
 
 
O comportamento de congelamento, é definido como a ausência total de 
movimentos do corpo e da cabeça, exceto aqueles associados à respiração, foi 
usado como um índice da memória do medo (Blanchard and Blanchard, 1969). 
O comportamento dos animais foi registrado e o tempo de congelamento foi 
quantificado em segundos, e expresso como a porcentagem do tempo total da 
sessão. 
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4.8 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE ARC POR WESTERN BLOTTING 
 
As amostras de córtex PL coletadas foram homogeneizadas em tampão 
contendo Tris-HCl 10 mM pH 7,9; KCl 10 mM; MgCl 22 mM; EDTA 1 mM; NaF 
1 mM; ortovanadato de sódio 2 mM; DTT 1 mM; aprotinina 10 μg/ml; leupeptina 
10 μg/mL; fenilmetil-sulfonil fluoreto 1 mM e em seguida, mantidas em repouso 
por 15 minutos a 4ºC. Os tecidos homogeneizados foram então centrifugados a 
14.000 r.p.m, por 45min a 4ºC, o sobrenadante (que corresponde ao extrato 
citosólico) foi descartado e o pellet foi lavado em PBS. Este foi novamente sus-
penso no mesmo tampão acima mencionado, acrescido de Triton X 100 a 1%, 
solubilizado em ultrassom, mantido em repouso por 15 minutos a 4ºC e nova-
mente centrifugado (14.000 r.p.m. por 45 min a 4°C). O sobrenadante foi cole-
tado, e a concentração de proteínas das amostras foi dosada pelo método de 
Bradford. Aproximadamente 50 μg de proteína foram adicionadas ao tampão 
SDS-PAGE e separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10% a 100 
V. As proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose por 
eletroforese, utilizando-se corrente constante de 300 mA, durante 120 min. 
Após a transferência, a membrana foi incubada em leite Molico® desnatado 
(5%), durante 1 hora, a fim de bloquear sítios de ligação inespecífica. Em se-
guida, as membranas foram incubadas overnight à 4°C com o anticorpo primá-
rio monoclonal de camundongo anti-Arc (Santa Cruz Biotechnology Cat # sc-
17839; diluição 1:500), lavadas em tampão apropriado e incubadas com anti-
corpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado a uma peroxidase (Santa 
Cruz Biotecnologia Cat # sc  516102; diluição 1:5000) durante 1 hora, a tem-
peratura ambiente.  
Posteriormente o stripping foi realizado para extrair os anticorpos anteri-
ormente ligados e permitir a quantificação das proteínas α-tubulina com o obje-
tivo de normalizar a quantidade de proteína carregada no gel. Para isso, as 
membranas foram incubadas com solução de stripping (β-mercaptoetanol 100 
mM, SDS 2%, Tris 62,5 mM pH 6,7) a 48 °C por 30 minutos com agitação a 
cada 10 minutos. Em seguida um novo bloqueio foi realizado e novamente as 
membranas foram incubadas com anticorpo monoclonal primário anti-α-
tubulina (Santa Cruz Biotechnology Cat # sc-134237; diluição 1: 1.000), poste-
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riormente as membranas foram incubadas com anticorpo secundário anti-IgG 
de camundongo. 
As bandas foram visualizadas por aumento da quimioluminescência, uti-
lizando o sistema de detecção ECL Plus (AmershamBioBioscienceCorp.). A 
análise quantitativa foi realizada por densitometria, utilizando o software Scion 
Image (Scion Corporation, EUA). As intensidades foram normalizadas para va-
lores correspondentes à expressão de α tubulina e expressas com valor relati-
vo à expressão basal (expressão do grupo Naive; RAYMUNDI et al., 2020). 
 
4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
O tamanho da amostra a priori determinado pela análise de potência, foi 
de oito animais por grupo (α=0,05; β=0,80 e tamanho do efeito padronizado ou 
d=1,0 de Cohen). Os tamanhos dos grupos eram iguais por experimento, mas 
devido a perdas experimentais (por exemplo, quando o tratamento foi adminis-
trado fora da região do cérebro-alvo), em alguns casos, eles eram levemente 
desiguais. 
Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. As porcentagens 
de tempo de congelamento na sessão de não reativação (Contexto B), na ses-
são de reativação e nos testes A1, A2 e A3 foram submetidas a uma análise de 
variância de medidas repetidas (ANOVA) após assegurar a distribuição de 
normalidade dos dados. Os principais fatores avaliados foram o tratamento e a 
sessão (exposições ao contexto A e/ou contexto B). A interação entre trata-
mento e sessão também foi avaliada. O nível de significância estatística foi es-
tabelecido em P≤0,05. O teste de Tukey foi utilizado para comparações de 
post-hoc quando os valores de F alcançaram significância estatística. Os dados 
da relação Arc/α-tubulina do Western Blotting foram normalizados e depois fo-
ram submetidos à análise de variância (ANOVA) de uma via. O Statistica 10.0 
(EUA) foi utilizado para análise estatística e o GraphPad Prism 8.3 (GraphPad 
Prism, EUA) foi utilizado para representação gráfica. O tamanho do efeito foi 
calculado usando a fórmula de Hedges 'g para refletir as diferenças médias 
entre dois grupos (n ≤ 20 por grupo) que poderiam ter um tamanho não seme-
lhante. Um g ≥ 0,8 foi considerado um grande efeito (ELLIS, 2010).  
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5.  RESULTADOS  
 
5.1 – RESULTADO 1: O EFEITO DO TAMOXIFENO INFUNDIDO NO CÓRTEX 
PL E NO CCA IMEDIATAMENTE OU 6 HORAS APÓS A REATIVAÇÃO DA 
MEMÓRIA DE MEDO 
 
Para avaliar os efeitos da inibição da PKC no córtex PL pelo tamoxifeno 
na reconsolidação da memória do medo ao contexto, os animais condicionados 
ao Contexto A foram alocados aleatoriamente em dois grupos e receberam ve-
ículo ou tamoxifeno (0,25 μg/0,2 μL/hemisfério) no córtex PL imediatamente 
(n=7-9) após reativação da memória. A ANOVA de medidas repetidas revelou 
efeito significativo das reexposições no contexto A [F(2,28)=21,83; P=0,0001], do 
tratamento [F(1,14)=19,16; P=0,0006] e da interação entre as reexposições e o 
tratamento no contexto A [F(2,28)=3,13; P=0,05]. Como demonstrado na Figura 
17 A, todos os grupos apresentaram tempo de congelamento semelhante du-
rante a reativação da memória. Durante o Teste A1 (P=0,001; tamanho efeito 
de Hedges g= 1,02) e Teste A2 (P=0,006; g=0,99), o teste post-hoc de Tukey 
indicou diferença significativa entre os grupos controle e tratados com tamoxi-
feno. O grupo tratado com tamoxifeno apresentou menos tempo de congela-
mento do que os controles e esse efeito durou pelo menos uma semana, suge-
rindo um prejuízo na reconsolidação de memória.  
Em seguida avaliamos o efeito da inibição da PKC no córtex PL pelo ta-
moxifeno na persistência da memória do medo ao contexto. Os animais condi-
cionados ao Contexto A foram alocados aleatoriamente em dois grupos e rece-
beram veículo ou tamoxifeno (0,25 μg/0,2 μL/hemisfério) no córtex PL 6 horas 
após a reativação da memória. A ANOVA medidas repetidas  demonstrou um 
efeito das reexposições do contexto A [F(2,36)=24,58; P=0,00001], do tratamento 
[F(1,18)=21,40; P=0,0002] e da interação entre as reexposições e o tratamento 
no contexto A [F(2,36)=10,62; P=0,0002]. Como ilustrado na figura 17 B, não há 
diferenças entre os grupos durante a reativação da memória e o Teste A1 
(P=0,11; g=0,35). No entanto, durante o Teste A2 (P=0,0001; g=1,17), o teste 
post-hoc de Tukey revelou uma diferença significativa entre os grupos controle 
e tratados com tamoxifeno, sugerindo um comprometimento na persistência da 
memória reativada. 
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Posteriormente foi avaliado o efeito da inibição da PKC pelo tamoxifeno 
infundido no CCA na reconsolidação e na persistência da memória de medo. 
Portanto, foi avaliado o efeito do tamoxifeno infundido no CCA imediatamente 
após a reativação da memória. Os animais condicionados ao Contexto A foram 
alocados aleatoriamente em dois grupos e receberam veículo ou tamoxifeno 
(0,25 μg/0,2 μL/hemisfério) no CCA imediatamente (n = 8/grupo) após a reati-
vação da memória. A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma diferença 
significativa das reexposições do contexto A [F(2,28)=36,30; P=0,00001], no en-
tanto, nenhuma diferença significativa do tratamento [F(1,14)=0,09; P=0,75] ou a 
interação entre as reexposições e o tratamento no contexto A foi observada 
[F(2,28)=0,15; P=0,85]. Como ilustrado na figura 17 C, o grupo tratado com ta-
moxifeno apresenta porcentagens semelhantes de tempo de congelamento ao 
longo das sessões, sugerindo nenhum efeito na reconsolidação da memória. 
Houve uma redução do tempo de congelamento no Teste A2 quando compara-
do com a reativação da memória, sugerindo uma extinção da memória de me-
do nos dois grupos.  
Em seguida foi avaliado o efeito do tamoxifeno infundido no CCA 6 ho-
ras após a reativação. Um grupo independente de animais condicionados foi 
alocado aleatoriamente em dois grupos e receberam veículo ou tamoxifeno 
(0,25 μg/0,2 μL/hemisfério) no ACC 6 horas (n = 7/grupo) após a reativação da 
memória. A ANOVA de medidas repetidas revelou uma diferença significativa 
das reexposições do contexto A [F(2,24)=16,92; P=0,00003], no entanto, nenhu-
ma diferença significativa do tratamento [F(1,12)=0,09; P=0,76] ou a interação 
entre as reexposições e o tratamento no contexto A foi observada [F(2,24)=0,06; 
P=0,94]. Como representado na figura 17 D, o grupo tratado com tamoxifeno 
apresenta porcentagens semelhantes de tempo de congelamento ao longo das 
sessões, sugerindo nenhum efeito na reconsolidação ou na persistência da 
memória. Houve uma redução do tempo de congelamento no Teste A2 quando 
comparado com a recuperação de memória, sugerindo uma extinção da memó-
ria de medo nos dois grupos. 
Em conjunto estes resultados sugerem que a atividade da PKC no cór-
tex PL logo após a reativação participa do mecanismo de reconsolidação da 
memória, enquanto a administração do tamoxifeno 6 horas após a reativação 
sugere a participação da PKC no mecanismo de persistência de uma memória 
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aversiva. Além disso os resultados sugerem que a PKC no CCA não participa 
dos mecanismos de reconsolidação ou persistência da memória recente, pois 
quando o tamoxifeno foi infundido no CCA imediatamente ou 6 horas após a 
reativação da memória nenhuma diferença significativa foi observada durante a 
entre os grupos.  
 
FIGURA 17 - EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PKC NO CÓRTEX PL E CCA PELO 
TAMOXIFENO IMEDIATAMENTE OU 6 HORAS APÓS A REATIVAÇÃO NA 
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O esquema acima dos gráficos representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais 
foram inicialmente familiarizados com o contexto A. Um dia depois, os animais foram condicio-
nados com três choques nas patas. No dia seguinte, imediatamente ou 6 horas após a reativa-
ção da memória (reexposição do contexto A), grupos independentes de animais receberam 
uma infusão bilateral no córtex PL ou no CCA de veículo ou tamoxifeno (0,25 μg). Um e sete 
dias depois, os animais foram reexpostos ao contexto pareado (Testes A1 e A2) para avaliar os 
efeitos do tamoxifeno sobre a memória. (A) Os animais tratados com tamoxifeno no córtex PL 
imediatamente após a reativação, apresentaram menos tempo de congelamento do que os 
controles durante o Teste A1 e Teste A2, sugerindo um comprometimento da reconsolidação da 
memória. (B) Os animais tratados com tamoxifeno 6 horas no córtex PL após a reativação, 
apresentaram menos tempo de congelamento do que os controles durante o Teste A2, sugerin-
do um comprometimento da persistência da memória. (C) Os animais tratados com tamoxifeno 
no CCA imediatamente após a reativação, não apresentaram diferenças tempo de congela-
mento quando comparados aos respectivos controles durante o Teste A1 e Teste A2. (D) Os 
animais tratados com tamoxifeno no CCA 6 horas após a reativação, não apresentaram dife-
renças tempo de congelamento quando comparados aos respectivos controles durante o Teste 
A1 e Teste A2, sugerindo que o CCA não participa dos mecanismos subjacentes a reativação 
na reconsolidação e na persistência da memória recente. Os valores são expressos como mé-
dia ± E. P. M. (n por grupo: A=7-9; B=9-11; C=8/grupo; D=7/grupo). O asterisco indica uma 
diferença estatisticamente significante (*P<0,05) do respectivo grupo de controle, o hashtag 
indica uma diferença estatisticamente significativa (#P<0,05) da sessão de reativação. (ANOVA 
de medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey). 
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5.2 - RESULTADO 2: O AUMENTO DA EXPRESSÃO DA PROTEÍNA ARC NO 
CÓRTEX PL APÓS A REATIVAÇÃO DA MEMÓRIA DE MEDO  
 
Um estudo de Maddox & Schafe, (2011) demonstrou a participação 
da proteína Arc no mecanismo de  reconsolidação de uma memória de medo 
no hipocampo e na amígdala. Portanto, neste estudo foi investigado a expres-
são da Arc em diferentes pontos de tempo após a reativação da memória aver-
siva no córtex PL, região na qual o tamoxifeno produziu efeitos na reconsolida-
ção e persistência da memória. Os ratos foram condicionados, submetidos a 
sessão de reativação (Figura 18 A) e foram decapitados para avaliação da ex-
pressão da Arc imediatamente (0 h), 90 min, 6, 9, 12 e 18 horas após a reativa-
ção. Nota-se que durante a sessão de reativação os animais não apresentaram 
diferenças significativas no comportamento de medo [F(3,36)=4,33; P=0,303]. 
Um grupo adicional de animais naive foi usado para avaliar a expressão basal 
da proteína.  
Os dados da relação Arc/α-tubulina do Western Blotting foram normali-
zados e posteriormente foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (P=0,99), e 
posteriormente os dados foram submetidos à ANOVA de uma via. A ANOVA de 
uma via indicou um aumento da expressão de Arc [F(6,49)=4,67; P<0,0008]. 
Como observado na Figura 18 B, houve um aumento na expressão da Arc 
imediatamente (P<0,01), 90 min (P<0,05), e 6 horas (P<0,05) após a reativa-










FIGURA 18 - O AUMENTO DA EXPRESSÃO DA PROTEÍNA ARC NO CÓRTEX PL APÓS 


























 A A -3U S
C o n d .
1 d 1 d A









T e m p o d e e x tra ç ã o d o s te c id o s






























1 0 0 0
1 2 5 0
A rc
-T u b u lin














O esquema acima dos gráficos representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais 
foram inicialmente familiarizados ao contexto A. Um dia depois, os animais foram condiciona-
dos com três choques nas patas.  (A) No dia seguinte ao condicionamento, os animais tiveram 
a memória aversiva reativada. Apenas os ratos condicionados posteriormente foram decapita-
dos para a dissecação do córtex PL para avaliação da expressão da Arc imediatamente (0 h), 
90 min, 6, 9, 12 e 18 horas após a reativação. (B) Nos grupos que tiveram o córtex PL removi-
dos nos tempos de 0 h, 90 min e 6 h após a sessão de reativação ocorreu um aumento da ex-
pressão de Arc. Um grupo adicional de animais naive foi usado para avaliar a expressão basal 
da proteína. Os asteriscos indicam a significância (*P<0,05) do grupo naive (n=7-8/grupo). A 
linha preta tracejada indica a média do grupo naive (100%). 
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5.3 – RESULTADO 3: EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PKC NO CÓRTEX PL PELA 
QUELERITRINA NA PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA 
 
Com base nos resultados anteriores, onde foi observado que interferên-
cia farmacológica no córtex PL após a janela de reconsolidação prejudicava 
especificamente a persistência da memória e no resultado da Arc,  avaliamos o 
efeito da inibição da PKC pela queleritrina  (inibidor seletivo da PKC) infundida 
no córtex PL nos tempos de 6, 9, 12 e 18 horas após a reativação da memória, 
com o intuito de avaliar se o efeito observado com o tamoxifeno foi em parte 
mediado pela ação na PKC (Figura 19).  
 No primeiro tempo avaliado (6 h) os animais condicionados ao Contexto 
A foram alocados aleatoriamente em dois grupos e receberam veículo ou que-
leritrina (3,0 nmol/0,2 μL/hemisfério) no córtex PL 6 horas após a reativação da 
memória. A ANOVA de medidas repetidas demonstrou efeitos significativos das 
reexposições do contexto A [F(2,44)=33,7; P<0,0001], do tratamento [F(1,22)=8,77; 
P=0,007] e da interação entre esses fatores [F(2,44)=22,0; P=0,00001], para o 
tempo de congelamento. Como observado na figura 19 A, o teste post-hoc de 
Tukey revelou uma diferença significativa entre os grupos controle e queleritri-
na (n= 13 e 11, respectivamente) durante o teste A2 (P=0,0001; g= 2,65), mas 
não na sessão de reativação (P=0,90; g=0,40) ou no Teste A1 (P=0,95; 
g=0,34), sugerindo um comprometimento específico da persistência da memó-
ria, sem afetar a reconsolidação. 
 Posteriormente, no segundo tempo avaliado (9 horas) os animais condi-
cionados ao Contexto A foram alocados aleatoriamente em dois grupos e rece-
beram veículo ou queleritrina (3,0 nmol/0,2 μL/hemisfério) no córtex PL 9 horas 
após a reativação da memória. A ANOVA de medidas repetidas indicou efeitos 
significativos das reexposições do contexto A [F(2,36)=25,1; P<0,0001], do tra-
tamento [F(1,18)=8,95; P=0,0078] e da sua interação [F(2,36)=7,06; P=0,0026]. 
Como ilustrado na figura 19 B, houve uma diferença significativa entre os gru-
pos controle e queleritrina (n=12 e 8, respectivamente) durante o Teste A2 
(P=0,001; g=1,92), mas não a sessão de reativação (P=0,81; g=0,63) ou Teste 
A1 (P=0,53; g=0,77).  
Em seguida, no terceiro tempo avaliado (12 horas) os animais condicio-
nados ao Contexto A foram alocados aleatoriamente em dois grupos e recebeu 
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veículo ou queleritrina (3,0 nmol/0,2 μL/hemisfério) no córtex PL 12 horas após 
a reativação da memória. A ANOVA de medidas repetidas mostrou efeitos sig-
nificativos das reexposições do contexto A  [F(2,28)=20,9; P<0,0001], o tratamen-
to [F(1,14)=11,3; P=0,0047] e sua interação [F(2,28)=18,0; P<0,0001]. Como re-
presentado na figura 19 C, houve uma diferença significativa entre os grupos 
controle e queleritrina (n=7 e 9, respectivamente) durante o Teste A2 
(P=0,0002; g=3,15), mas não na sessão de reativação (P=0,31; g=0,75) ou no 
Teste A1 (P=0,96; g=0,43). 
Finalmente no quarto tempo avaliado (18 horas) os animais condiciona-
dos ao Contexto A foram alocados aleatoriamente em dois grupos e receberam 
veículo ou queleritrina (3,0 nmol/0,2 μL/hemisfério) no córtex PL 18 horas após 
a reativação da memória. A ANOVA de medidas repetidas demonstrou efeitos 
significativos das reexposições do contexto A [F(2,24)=9,43; P<0,0001] e uma 
interação entre a sessão e o tratamento [F(2,24)=5,00; P=0,02], mas não o tra-
tamento [F(1,12)=0,66; P=0,43]. Como observado na figura 19 D, houve uma di-
ferença significativa entre o Teste A2 e a sessão de reativação nos animais tra-
tados com o veículo (P=0,03; g=1,12; n= 7), mas não com a queleritrina 
(P=0,57; g=0,76; n=7). Não houve diferenças significativas entre os grupos du-
rante qualquer sessão realizada. 
Em conjunto, estes resultados sugerem a participação da PKC presente 
nos córtex PL nos tempos de 6, 9 e 12 horas após a reativação nos mecanis-










FIGURA 19 - EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PKC NO CÓRTEX PL PELA QUELERITRINA NA  
PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA EM DIFERENTES PONTOS DE TEMPO 
APÓS A REATIVAÇÃO DA MEMÓRIA 
 
 
O esquema superior aos gráficos representa o desenho experimental geral utilizado. Os ani-
mais foram inicialmente familiarizados com o contexto A. Um dia depois, os animais foram con-
dicionados com três choques. No dia seguinte, de 6 a 18 horas após a reativação da memória 
(reexposição do contexto A), grupos independentes de animais receberam uma infusão bilate-
ral do córtex intra-PL de veículo (Veh) ou queleritrina (3,0 nmol). Um e sete dias depois, os 
animais foram reexpostos ao contexto emparelhado (testes A1 e A2) para avaliar os efeitos da 
queleritrina na memória. (A) Os efeitos da queleritrina na persistência da memória quando ad-
ministrada 6 horas após a reativação. Animais tratados com queleritrina apresentaram menos 
tempo de congelamento do que os controles durante o teste A2, sugerindo um comprometimen-
to da persistência da memória. (B) Os efeitos da queleritrina na persistência da memória quan-
do administrada 9 horas após a reativação. Os animais tratados com queleritrina apresentaram 
menos tempo de congelamento que os controles durante o teste A2, sugerindo um comprome-
timento da persistência da memória. (C) Os efeitos da queleritrina na persistência da memória 
quando administrada 12 horas após a reativação. Os animais tratados com queleritrina apre-
sentaram menos tempo de congelamento do que os controles durante o Teste A2, sugerindo 
um comprometimento da persistência da memória. (D) Os efeitos da queleritrina na persistên-
cia da memória quando administrada 18 horas após reativação. Os animais tratados com que-
leritrina apresentaram tempo de congelamento semelhante aos controles durante o Teste A2, 
sugerindo não que neste tempo a droga não interfere na persistência da memória. O asterisco 
indica uma diferença estatisticamente significante (*P<0,05) do respectivo grupo de controle, o 
hashtag indica uma diferença estatisticamente significativa (#P<0,05) da sessão de reativação. 






5.4 –RESULTADO 4: O PREJUÍZO DA PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA INDU-
ZIDO PELA INIBIÇÃO DA PKC NO CÓRTEX PL REQUER REATIVAÇÃO 
PRÉVIA DA MEMÓRIA 
 
Os prejuízos na persistência da memória induzidas pela queleritrina fo-
ram semelhantes quando esta droga foi administrada 6, 9 ou 12 horas após a 
sessão de reativação. Com base nisso, o primeiro momento (6 horas) foi sele-
cionado para realizar o próximo experimento no qual a sessão de reativação da 
memória foi omitida (Figura 20) para investigar se a reativação é um pré-
requisito para a observação do resultado acima mencionado. Portanto, os ani-
mais condicionados no medo ao contexto foram expostos a um contexto B neu-
tro e 6 horas depois receberam veículo ou queleritrina (n = 6/grupo) intra córtex 
PL. A ANOVA de medidas repetidas revelou efeitos significativos das reexposi-
ções do contexto A [F(2,20)= 167,48; P=0,000001], mas não indicou efeito do 
tratamento [F(1,10)=0,75; P=0,40] ou da sua interação [F(2,20)=0,34; P=0,71]. 
Como ilustrado na figura 16, ambos os grupos apresentaram valores mais altos 
de congelamento durante os testes A1 e A2 do que na sessão sem reativação 
(P<0,0001), confirmando que esse comportamento condicionado é observado 
predominantemente quando os animais são reexpostos ao contexto de condi-
cionamento. Além disso, não houve diferenças significativas entre os grupos 
durante nenhuma sessão realizada, indicando que a reativação da memória é 










FIGURA 20 - O PREJUÍZO DA PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA INDUZIDO PELA INIBIÇÃO 
DA PKC NO CÓRTEX PL REQUER REATIVAÇÃO PRÉVIA DA MEMÓRIA 
 
O esquema superior representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais foram inici-
almente familiarizados com o contexto A. Um dia depois os animais foram condicionados ao 
contexto com três choques nas patas. No dia seguinte, 6 horas após a omissão da reativação 
da memória (exposição ao contexto B neutro), os animais receberam uma infusão bilateral de 
córtex intra-PL de veículo ou queleritrina (3,0 nmol). Um e sete dias depois, os animais foram 
reexpostos ao contexto pareado (testes A1 e A2) para avaliar os efeitos da queleritrina na me-
mória. Os animais tratados com queleritrina apresentaram tempo de congelamento semelhante 
aos controles durante o Teste A2, sugerindo não haver alterações na persistência da memória. 
Os valores são expressos como média ± E. P. M (6 animais por grupo). O hashtag indica uma 
diferença estatisticamente significante (#P<0,05) dos testes A1 e A2 comparados à sessão de 
não reativação nos dois grupos (ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey). 
 
5.5 – RESULTADO 5: EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PKMζ NO CÓRTEX PL PE-
LO ZIP NA PERSISTÊNCIA DE UMA MEMÓRIA DE MEDO CONTEXTUAL 
REATIVADA 
 
Com base nos experimentos anteriores, nos quais foram observados 
que a inibição da PKC no córtex PL 6 horas após reativação da memória de 
medo, infere na persistência da memória, e em um estudo que avaliou supe-
rexpressão de PKMζ no córtex PL tem demonstrado potencializar a persistên-
cia aversiva da memória (XUE et al., 2015), investigamos se a atividade de 
PKMζ no córtex PL 6 horas após reativar uma memória de medo contextual 
está envolvida em sua persistência (Figura 21).  
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Os animais condicionados ao Contexto A foram alocados aleatoriamente 
em dois grupos e receberam veículo ou ZIP no córtex PL (10 nmol/0,2 
μL/hemisfério) no córtex PL 6 horas após a reativação da memória. A ANOVA 
de medidas repetidas demonstrou efeitos significativos das reexposições do 
contexto A [F(3,36)=31,4; P<0,0001], do tratamento [F(1,12)=25,9; P=0,0003] e da 
sua interação [F(3,36)=15,1; P= 0,0001]. Conforme representado na figura 17, 
houve diferenças significativas entre os grupos controle e ZIP (n = 7 em ambos 
os casos) durante o Teste A2 (P=0,0001; g=2,53) e o Teste A3 (P=0,0001; 
g=4,11), mas não durante a sessão de reativação (P=0,99; g=0,13) ou Teste A1 
(P=0,54; g=1,35). Em conjunto, os resultados associam a atividade PKMζ do 
córtex PL 6 horas após reativar uma memória aversiva com sua persistência. 
 
FIGURA 21 - EFEITOS DA INIBIÇÃO DE PKMζ NO CÓRTEX PL POR ZIP NA PERSIS-
TÊNCIA   DE UMA MEMÓRIA DE MEDO CONTEXTUAL REATIVADA 
 
O esquema superior representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais foram inici-
almente familiarizados com o contexto A. Um dia depois, os animais foram condicionados com 
três choques. No dia seguinte, 6 horas após a reativação da memória (reexposição do contexto 
A), grupos independentes de animais receberam uma infusão bilateral no córtex intra-PL de 
ZIP (10 nmol) ou Scr-ZIP (10 nmol). Um, sete e vinte e um dias depois, os animais foram reex-
postos ao contexto pareado (testes A1 e A2) para avaliar os efeitos do ZIP sobre a memória. Os 
animais tratados com ZIP apresentaram menos tempo de congelamento do que os controles 
durante o Teste A2 e Teste A3, sugerindo um comprometimento da persistência da memória. Os 
valores são expressos como média ± E. P. M. (número de animais por grupo: 7). O asterisco 
indica uma diferença estatisticamente significante (*P<0,05) do respectivo grupo de controle 
(ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey). 
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5.6 – RESULTADO 6: O PREJUÍZO DA PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA INDU-
ZIDO PELA INIBIÇÃO DA PKMζ NO CÓRTEX PL REQUER REATIVAÇÃO 
PRÉVIA DA MEMÓRIA 
  
Para investigar se a reativação da memória é um pré-requisito para o 
ZIP prejudicar o processo de persistência, no experimento seguinte, os animais 
foram expostos a um Contexto B neutro e não pareado (sessão sem reativa-
ção) e 6 horas depois receberam veículo ou ZIP no córtex PL (n= 6 a 9 respec-
tivamente) (Fig.19). A ANOVA de medidas repetidas revelou efeitos significati-
vos das reexposições do contexto A [F(3, 39)=202; P=0,00001], mas não mostrou 
diferença significativa  do tratamento [F(1, 13)=0,33; P=0,57] ou da  interação [F(3, 
39)=0,17; P=0,91]. Como observado na figura 22, ambos os grupos apresenta-
ram maior tempo de congelamento durante os testes A1, A2 e A3 do que na 
sessão sem reativação (P<0,0001), confirmando que a expressão do medo é 
seletiva ao contexto de condicionamento. Além disso, não houve diferenças 
significativas entre os grupos durante nenhuma sessão realizada, indicando 
que a reativação da memória é necessária para as alterações induzidas pelo 
















FIGURA 22 - O PREJUÍZO DA PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA INDUZIDO PELA INIBIÇÃO 
DA PKMζ NO CÓRTEX PL REQUER REATIVAÇÃO PRÉVIA DA MEMÓRIA 
 
 
O esquema superior representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais foram inici-
almente familiarizados com o contexto A. Um dia depois os animais foram condicionados ao 
contexto com três choques nas patas. No dia seguinte, 6 horas após a omissão da reativação 
da memória (exposição ao contexto B neutro), os animais receberam uma infusão bilateral de 
córtex intra-PL de ZIP (10 nmol) ou Scr-ZIP (10 nmol). Um, sete e vinte e um dias depois, os 
animais foram reexpostos ao contexto pareado (testes A1, A2 e A3) para avaliar os efeitos do 
ZIP na memória. Os animais tratados com ZIP apresentaram tempo de congelamento seme-
lhante aos controles durante o Teste A2 e Teste A3, sugerindo não haver alterações na persis-
tência da memória. Os valores são expressos como média ± E. P. M (número de animais por 
grupo: 6-9). A hashtag indica uma diferença estatisticamente significante (#P<0,05) dos testes 
A1, A2, e A3 comparados à sessão de não reativação nos dois grupos (ANOVA de medidas 
repetidas seguida pelo teste de Tukey). 
 
5.7 – RESULTADO 7: O PREJUÍZO DA PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA INDU-
ZIDO PELA INIBIÇÃO DA PKMζ NO CÓRTEX PL É INDEPENDENTE DO 
TEMPO DECORRIDO ENTRE A ADMINISTRAÇÃO DO ZIP E O TESTE A1 
 
Argumenta-se que a inibição da PKMζ pode prejudicar temporariamente 
a expressão da memória, em vez de interferir permanentemente em sua persis-
tência (Parsons & Davis, 2011). Para investigar se os efeitos induzidos pelo ZIP 
na persistência de uma memória reativada dependem do tempo decorrido entre 
o tratamento e o Teste A1 (Figura 23), no experimento seguinte, os animais 
receberam o tratamento veículo ou ZIP no córtex PL 6 horas após a reativação 
da memória e o teste A1 foi realizado após 10 dias (ao invés de 1 dia depois). A 
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ANOVA de medidas repetidas mostrou efeitos significativos das reexposições 
do contexto A [F(1, 14)=5,68; P<0,03], do tratamento [F(1, 14)=7,40; P=0,01] e da 
interação [F(1, 14)=19,41; P=0,0006]. Como ilustrado na figura 19, houve uma 
diferença significativa entre os grupos controle e ZIP (n= 7-9 animais/grupo) 
durante o Teste A1 (P=0,01; g=2,37), mas não a sessão de reativação (P=0,78; 
g=0,50). Esses resultados corroboram a ideia que a atividade da PKMζ no cór-
tex PL 6 horas após a reativação de uma memória de medo contextual esteja 
envolvida em sua persistência e indicam que a ação do ZIP é independente do 
tempo decorrido entre sua administração e o Teste A1. 
 
FIGURA 23 - O PREJUÍZO DA PERSISTÊNCIA DA MEMÓRIA INDUZIDO PELA INIBIÇÃO 
DA PKMζ NO CÓRTEX PL É INDEPENDENTE DO TEMPO DECORRIDO 
ENTRE A ADMINISTRAÇÃO DE ZIP E O TESTE A1 
 
O esquema superior representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais foram inici-
almente familiarizados com o contexto A. Um dia depois os animais foram condicionados ao 
contexto com três choques nas patas. No dia seguinte, 6 horas após a reativação da memória 
(reexposição do contexto A), os animais receberam uma infusão bilateral de córtex intra-PL de 
ZIP ou Scr-ZIP. Dez dias depois, os animais foram reexpostos ao contexto pareado (Teste A1) 
para avaliar os efeitos do ZIP na memória. Os animais tratados com ZIP apresentaram menos 
tempo de congelamento do que os controles durante o Teste A1, sugerindo uma diminuição na 
persistência da memória. Os valores são expressos como média ± S.E.M (número de animais 
por grupo: 7-9). O asterisco indica uma diferença estatisticamente significante (*P<0,05) do 
respectivo grupo controle (ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey).  
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5.8 – RESULTADO 8: EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PKC DO CÓRTEX PL PELA 
QUELERITRINA NA RECONSOLIDAÇÃO DE UMA MEMÓRIA DE MEDO 
CONTEXTUAL REATIVADA 
 
Até o momento foi demonstrado o envolvimento da PKC e da PKMζ na 
persistência da memória reativada.  Então, investigamos se essas quinases 
contribuem da mesma forma para a reconsolidação da memória de medo ao 
contexto. Portanto, no experimento seguinte foi avaliado o efeito da inibição da 
PKC do córtex PL pela queleritrina na reconsolidação da memória (Figura 24). 
Os animais condicionados receberam veículo ou queleritrina no córtex PL ime-
diatamente após a reativação da memória. A ANOVA de medidas repetidas 
revelou efeitos significativos das reexposições do contexto A [F(3,36)=22,5; 
P<0,0001], do tratamento [F(1,12)=40,8; P=0,0001] e da interação [F(3,36)=5,68; 
P=0,0027]. Como ilustrado na figura 24, houve diferenças significativas entre 
os grupos controle e queleritrina (n = 7 em ambos os grupos) durante o Teste 
A1 (P=0,0003; g=2,95), Teste A2 (P=0,0001; g=4,30) e Teste A3 (P=0,003; 
g=1,26), mas não na sessão de reativação (P=0,60; g=0,79). Esses resultados 
indicam que a atividade da PKC do córtex PL imediatamente após a reativação 
de uma memória de medo contextual está envolvida em sua reconsolidação e 
o comprometimento da reconsolidação induzida pela droga foi duradouro de 











FIGURA 24 - EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PKC DO CÓRTEX PL PELA QUELERITRINA NA 




O esquema superior representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais foram inici-
almente familiarizados com o contexto A. Um dia depois, os animais foram condicionados com 
três choques nas patas. No dia seguinte, imediatamente após a reativação da memória (reex-
posição do contexto A), grupos independentes de animais receberam uma infusão bilateral no 
córtex intra-PL de veículo ou queleritrina (3,0 nmol). Um, sete e vinte e um dias depois, os ani-
mais foram reexpostos ao contexto pareado (testes A1, A2 e A3) para avaliar os efeitos da que-
leritrina sobre a memória. Os animais tratados com queleritrina apresentaram menos tempo de 
congelamento do que os controles durante o Teste A1, Teste A2 e Teste A3, sugerindo um com-
prometimento na reconsolidação da memória. Os valores são expressos como média ± E. P. 
M. (número de animais por grupo: 7). O asterisco indica uma diferença estatisticamente signifi-
cante (*P<0,05) do respectivo grupo de controle (ANOVA de medidas repetidas seguida pelo 
teste de Tukey). 
 
5.9 – RESULTADO 9: O PREJUÍZO DA RECONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA 
INDUZIDO PELA INIBIÇÃO DA PKC NO CÓRTEX PL REQUER REATIVAÇÃO 
PRÉVIA DA MEMÓRIA 
 
Para investigar se a reativação da memória é um pré-requisito para a 
queleritrina afetar o processo de reconsolidação, no próximo experimento a 
sessão de reativação foi omitida, e os animais foram expostos ao contexto B e, 
em seguida, tratados com veículo ou queleritrina no córtex PL (Figura 25; 
n=6/grupo). A ANOVA de medidas repetidas demonstrou efeitos significativos 
das reexposições do contexto A [F(2,26)=379,7; P=0,0001], mas não do trata-
mento [F(1,13)=5,71; P=0,06] ou da interação [F(2, 26)=2,76; P=0,09]. Como re-
presentado na figura 25, ambos os grupos apresentaram maior tempo de con-
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gelamento durante os testes A1 e A2 do que na sessão sem reativação 
(P<0,0001), confirmando que a expressão de medo é seletiva ao contexto de 
condicionado. Além disso, não houve diferenças significativas entre os grupos 
durante qualquer sessão realizada, indicando que a reativação da memória 
também é necessária para alterações induzidas pela queleritrina na reconsoli-
dação da memória. 
 
FIGURA 25 - O PREJUÍZO DA RECONSOLIDAÇÃO DA MEMÓRIA INDUZIDO PELA INI-
BIÇÃO DA PKC NO CÓRTEX PL REQUER REATIVAÇÃO PRÉVIA DA ME-
MÓRIA 
 
O esquema superior representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais foram inici-
almente familiarizados com o contexto A. Um dia depois os animais foram condicionados ao 
contexto com três choques nas patas. No dia seguinte, imediatamente após a omissão da rea-
tivação da memória (exposição ao contexto B neutro), os animais receberam uma infusão bila-
teral de córtex intra-PL de veículo ou queleritrina (3,0 nmol). Um e sete dias depois, os animais 
foram reexpostos ao contexto pareado (testes A1 e A2) para avaliar os efeitos da queleritrina na 
memória. Os animais tratados com queleritrina apresentaram tempo de congelamento seme-
lhante aos controles durante o Teste A1 e Teste A2, sugerindo não haver alterações na recon-
solidação da memória. Os valores são expressos como média ± E. P. M (6 animais por grupo). 
A hashtag indica uma diferença estatisticamente significante (#P<0,05) dos testes A1 e A2 
comparados à sessão de não reativação nos dois grupos (ANOVA de medidas repetidas se-




5.10 – RESULTADO 10: EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PKMζ DO CÓRTEX PL 
PELO ZIP NA RECONSOLIDAÇÃO DE UMA MEMÓRIA DE MEDO CONTEX-
TUAL REATIVADA 
 
Para avaliar se a PKMζ também participa da reconsolidação, no experi-
mento seguinte foi avaliado o efeito do ZIP administrado no córtex PL imedia-
tamente ou 1 hora após a sessão de reativação da memória. No primeiro mo-
mento selecionado (Figura 26 A), a ANOVA de medidas repetidas não demons-
trou efeitos significativos das reexposições do contexto A [F(3,36)=4,33; 
P<0,303], do tratamento [F(1,12)=0,109; P=0,7472] e da sua interação 
[F(3,36)=1,62; P=0,19]. Como observado na figura 26 A, não houve diferenças 
significativas entre os grupos controle e ZIP (n=7 em ambos os grupos) durante 
qualquer sessão realizada, sugerindo que a atividade de PKMζ no córtex PL 
imediatamente após reativar uma memória de medo contextual não está envol-
vida nos mecanismos de  reconsolidação e persistência da memória de medo. 
Em seguida avaliamos o efeito do ZIP 1 hora após a reativação (Figura 
26 B), a ANOVA de medidas repetidas revelou efeitos significativos das reex-
posições do contexto A [F(3,39)=42,2; P<0,0001], do tratamento [F(1,13)=20,2; 
P=0,0006] e da interação [F(3,39)=7,82; P=0,0003]. Como ilustrado na figura 26 
B, houve diferenças significativas entre os grupos controle e ZIP (n=8 e 7, res-
pectivamente) durante o Teste A2 (P=0,0005; g=2,25) e o Teste A3 (P=0,0002; 
g=2,19), mas não na sessão de reativação (P=0,99; g=0,48) ou Teste A1 
(P=0,35; g=1,48). Em conjunto estes resultados sugerem que a atividade PKMζ 
do córtex PL, 1 hora após a reativação de uma memória aversiva contribui para 










FIGURA 26 - EFEITOS DA INIBIÇÃO DA PKMζ DO CÓRTEX PL IMEDIATAMENTE OU 1 
HORA APÓS A REATIVAÇÃO POR ZIP NA RECONSOLIDAÇÃO DE UMA 
MEMÓRIA DE MEDO CONTEXTUAL  
 
O esquema superior representa o desenho experimental geral utilizado. Os animais foram inici-
almente familiarizados com o contexto A. Um dia depois, os animais foram condicionados com 
três choques. No dia seguinte, imediatamente após a reativação da memória (reexposição do 
contexto A), grupos independentes de animais receberam uma infusão bilateral no córtex intra-
PL ZIP (10 nmol) ou Scr-ZIP (10 nmol) imediatamente ou 1 hora após a reativação. Um, sete e 
vinte e um dias depois, os animais foram reexpostos ao contexto pareado (testes A1, A2 e A3) 
para avaliar os efeitos do ZIP sobre a memória. (A) Os animais tratados com o ZIP imediata-
mente após a reativação, apresentaram tempo de congelamento semelhante aos controles 
durante o Teste A1, Teste A2 e Teste A3, sugerindo não haver alterações na reconsolidação 
nem na persistência da memória. (B) Os animais tratados com o ZIP 1 hora após a reativação, 
apresentaram menos tempo de congelamento do que os controles durante o Teste A2 e Teste 
A3, sugerindo um comprometimento da persistência da memória. Os valores são expressos 
como média ± E. P. M. (número de animais por grupo: A=7; B= 7-8). O asterisco indica uma 
diferença estatisticamente significante (*P<0,05) do respectivo grupo de controle (ANOVA de 





  6. DISCUSSÃO  
 
Este estudo investigou o papel da PKC e da PKMζ no córtex PL na re-
consolidação e persistência de uma memória de medo contextual reativada em 
ratos.  
Inicialmente demostramos que a atividade da PKC é necessária para a 
reconsolidação e para a persistência de uma memória reativada. O resultado 1 
demonstrou que a inibição da PKC no córtex PL pelo tamoxifeno imediatamen-
te após a reativação da memória de medo, prejudicou a reconsolidação da 
memória aversiva. Em seguida foi mostrado que a inibição da PKC pelo tamoxi-
feno 6 horas após a reativação da memória de medo, prejudicou especifica-
mente a persistência da memória de medo. Quando o tamoxifeno foi infundido 
no CCA imediatamente e 6 horas após a reativação, não foi observado nenhum 
comprometimento nos mecanismos de reconsolidação e da persistência de 
uma memória.  
Posteriormente foi avaliada a expressão da proteína Arc (resultado 2) 
onde foi demonstrado um aumento da expressão da Arc imediatamente, 90 
minutos e 6 horas após a reativação da memória. Nos demais tempo avaliados 
(9, 12 e 18 horas), foi observado que a expressão da Arc retornou a sua con-
centração basal. Com base nos achados encontrados nos resultados 1 e 2, 
investigamos se a atividade da PKC e da PKMζ seria necessária para a persis-
tência de uma memória reativada.  
No resultado 3 demostramos que a inibição da PKC pela queleritrina 6, 9 
e 12 horas após a reativação da memória de medo, prejudicou especificamente 
a persistência da memória de medo reativada. No resultado 4, foi mostrado que 
os efeitos da inibição da PKC sobre a persistência da memória de medo, re-
querem a reativação prévia da memória. No resultado 5, foi demonstrado que a 
inibição da PKMζ pelo ZIP 6 horas após a reativação da memória de medo, 
prejudicou especificamente a persistência da memória de medo reativada.  Os 
efeitos da inibição da PKMζ sobre a persistência da memória de medo reque-
rem a reativação prévia da memória (resultado 6), e são independentes do tes-
te inicial 1 dia após a infusão do ZIP (resultado 7).  
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Em seguida demostramos que a atividade de PKC está envolvida na re-
consolidação de uma memória reativada. Ao inibir a PKC pela queleritrina ime-
diatamente após a reativação da memória de medo, prejudica a reconsolidação 
da memória de medo reativada (resultado 8). No resultado 9, foi observado que 
os efeitos da inibição da PKC pela queleritrina sobre a reconsolidação da me-
mória de medo, requerem a reativação prévia da memória. A PKMζ, não parti-
cipa dos mecanismos envolvidos na reconsolidação de uma memória reativa-
da; porém a atividade de PKMζ durante a janela de tempo de reconsolidação é 
importante para a persistência da memória (resultado 10). Esses achados indi-
cam que a PKC e a PKMζ do córtex PL têm um envolvimento diferenciado nos 
processos avaliados. 
 
6.1 – O EFEITO DO TAMOXIFENO INFUNDIDO NO CÓRTEX PL IMEDIATA-
MENTE OU 6 HORAS APÓS A REATIVAÇÃO DA MEMÓRIA RECENTE DE 
MEDO  
 
Os ratos que receberam tamoxifeno no córtex PL imediatamente após a 
reativação da memória apresentaram menor tempo de congelamento do que 
os controles no dia seguinte, sugerindo um prejuízo na reconsolidação da me-
mória de medo. Esse resultado está de acordo com estudos que relatam a par-
ticipação dessa área na reconsolidação de memórias recentes de medo. Nes-
ses trabalhos a inibição da mTOR no córtex PL (LEVIN et al., 2017), o bloqueio 
dos receptores α-1 adrenérgicos pelo antagonista prazosina (DO MONTE et al., 
2013), do receptor canabinoide CB1 pelo canabidiol (STERN et al., 2015) pre-
judicaram a reconsolidação da memória de medo. Além disso, inativando o cór-
tex PL com muscimol, o prejuízo da reconsolidação foi observado (STERN et 
al., 2014). É importante ressaltar que o efeito tamoxifeno durou pelo menos 
uma semana, sugerindo nenhuma recuperação espontânea da memória de 
medo, este resultado está de acordo com demais estudos que mostram ausên-
cia de recuperação espontânea da memória do medo uma semana após o pre-
juízo da reconsolidação da memória, além disso este dado confirma que a in-
terferência farmacológica prejudicou a reconsolidação da memória e não facili-
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tou a sua extinção, que também seria uma possibilidade (STERN et al., 2012; 
DUVARCI & NADER, 2004; BUSTOS et al., 2006).  
A infusão de tamoxifeno no córtex PL 6 horas após a reativação da me-
mória não alterou o comportamento de congelamento quando os animais foram 
submetidos ao Teste A1 realizado 24 horas mais tarde, confirmando resultados 
de estudos anteriores que mostram que, neste momento, não são observadas 
interferências na reconsolidação da memória (STERN et al., 2012; NADER et 
al., 2000; PRZYBYSLAWSKI & SARA, 1997). No entanto, quando esses ani-
mais foram testados novamente sete dias depois, foi observada uma redução 
no comportamento de congelamento, sugerindo um efeito prejudicial na persis-
tência da memória. Este resultado está de acordo com um estudo semelhante 
onde foi observado que a administração sistêmica do tamoxifeno 6 horas após 
a reativação prejudicou especificamente a persistência da memória (DA SILVA 
et al., 2016). Além disso outro estudo demonstrou que a inibição da síntese de 
proteínas 9,5 h após a reativação na amígdala basolateral prejudicou a persis-
tência da memória de medo (NAKAYAMA et al., 2013). Em conjunto, esses 
resultados fornecem evidências que o córtex PL é recrutado para reconsolida-
ção da memória de medo e para a persistência da memória de medo reativada. 
Estudos sugerem que a reconsolidação das memórias recentes é menos 
dependente de algumas regiões corticais, como por exemplo o CCA (FRAN-
KLAND et al., 2006; FRANKLAND & BONTEMPI, 2004). Portanto, foi avaliado 
o efeito do tamoxifeno infundido no CCA imediatamente ou 6 horas após a rea-
tivação da memória recente. A infusão do tamoxifeno no CCA imediatamente 
após a reativação da memória não alterou o comportamento de congelamento 
quando comparado aos controles 1 ou 7 dias depois, sugerindo não haver 
comprometimento da reconsolidação e da persistência da memória. Esse resul-
tado está de acordo com os trabalhos que revelam que a infusão de anisomici-
na no CCA de camundongos após a reativação de uma memória de medo re-
cente não alterou o comportamento de congelamento (FRANKLAND et al., 
2006). No entanto, nosso resultado contrasta com dados que demonstram que 
a anisomicina administrada no CCA de rato imediatamente após a reativação 
de uma memória de medo recente prejudicou a reconsolidação de memória 
(EINARSSON & NADER, 2012). A intensidade do treinamento do condiciona-
mento ou estresse prévio tem sido sugerida como condição que limita a deses-
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tabilização e reconsolidação da memória (ESPEJO et al., 2016), no entanto, é 
improvável que esse fator explique os diferentes resultados observados, uma 
vez que adotamos um condicionamento de medo mais fraco que o protocolo 
que Einarsson & Nader, (2012) utilizaram. Outra diferença é a droga utilizada, 
uma vez que a anisomicina bloqueia a síntese proteica, enquanto o tamoxifeno 
interfere na sinalização mediada pelo estrogênio e inibe a PKC (HORGAN et 
al., 1986; O'BRIAN et al., 1990). Webb et al., (2017) mostraram através da ava-
liação de marcadores epigenéticos a contribuição do hipocampo para a recon-
solidação da memória recente, é maior do que a das áreas corticais como o 
CCA (WEBB et al., 2017). Em conjuntos os resultados reforçam resultados an-
teriores que sugerem que o CCA não está envolvido nos mecanismos de re-
consolidação da memória de medo recente e sugere que essa área também 
não seja recrutada para persistência de memórias de medo recentes reativa-
das. 
O principal mecanismo de ação do tamoxifeno é a modulação dos recep-
tores estrogênicos além de ser um inibidor da PKC. Os estrógenos têm sido 
implicados há muito tempo na influência dos processos cognitivos, mas os me-
canismos moleculares subjacentes a esses efeitos e os papéis dos receptores 
de estrogênio alfa (ERα) e beta (ERβ) permanecem incertos (FOY et al., 2008; 
LIU et al., 2008). Os receptores de estrogênio α e β são expressos em todo o 
cérebro de roedores (SHUGHRUE et al., 1997). Ambos são ambos expressos 
no hipocampo porém o receptor de estrogênio β parece tem uma densidade 
maior no hipocampo nas regiões CA3, CA1, giro denteado, e são encontrados 
nos axônios e nas espículas dendríticas (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993; MI-
TRA et al., 2003; HERRICK et al., 2006; MILNER et al., 2005; SPENCER-
SEGAL et al., 2012). Além disso Almey et al., (2014) demonstraram a presença 
dos receptores de estrogênio α e β no CPFm.  
 Entre os efeitos colaterais associados ao tamoxifeno incluem-se o com-
prometimento cognitivo (BOELE et al., 2015). No entanto, os aspectos e meca-
nismos específicos subjacentes a essas deficiências ainda precisam ser carac-
terizados. Um estudo observou que o tamoxifeno e a interação com os recepto-
res de estrogênio na formação da memória da esquiva inibitória em fêmeas. Ao 
administrar o tamoxifeno (1 mg/kg) imediatamente após o treino observou-se 
um prejuízo da consolidação da memória quando os animais foram testados 24 
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horas mais tarde, porém quando trataram um grupo independente 3 horas após 
o treino, não observaram nenhum comprometimento do comportamento dos 
animais quando testados 24 horas mais tarde. Além disso, quando foi adminis-
trado um agonista de receptor de estrogênio α e um agonista de receptor de 
estrogênio β 30 minutos antes do treino, o prejuízo da memória de memória de 
medo não foi observado. (LICHTENFELS et al., 2017). Como não podemos 
excluir a participação desses receptores no efeito do tamoxifeno, nos experi-
mentos seguintes nós decidimos utilizar uma droga seletiva para PKC, a quele-
ritrina.  
 
6.2 O AUMENTO DA EXPRESSÃO DA PROTEÍNA ARC NO CÓRTEX PL 
APÓS A REATIVAÇÃO DA MEMÓRIA DE MEDO 
 
Nossos resultados demonstram que a expressão da Arc está aumentada 
significativamente durante a janela de reconsolidação, como pode-se observar 
na figura 14 B. 
A Arc desempenha um papel fundamental nos mecanismos celulares 
subjacentes à plasticidade sináptica e da memória de longo prazo(LINK et al., 
1995 ; BRAMHAM et al., 2010 ; SHEPHERD & BEAR, 2011). Um estudo ob-
servou a expressão da Arc imediatamente e 12 horas após o aprendizado as-
sociativo e foi relatado que a expressão da Arc aumenta não apenas durante a 
fase inicial da LTP, mas também 12 horas após o condicionamento do medo ao 
contexto no hipocampo dorsal (NAKAYAMA et al., 2015). 
Nossos resultados mostram que a expressão da Arc está aumentada 6 h 
após a reativação. Este resultado concorda com estudos que relatam  a ex-
pressão tardia de Arc após experimentos comportamentais envolvendo o para-
digma da memória espacial (RAMÍREZ-AMAYA et al., 2013, JUNG & 
MCNAUGHTON, 1993 ; SOULÉ et al., 2008). 
É provável que cascatas moleculares intracelulares tardias estejam en-
volvidas na expressão tardia da Arc. Estudos anteriores indicam que além da  
atividade neuronal, o BDNF tardio pode desencadear a expressão de Arc (LINK 
et al., 1995 ; LYFORD et al., 1995 ; YIN et al., 2002). Supostamente, cascatas 
moleculares que são iniciadas pelo aprendizado e provavelmente levam à ex-
pressão tardia do BDNF que desencadeia a expressão de Arc (KOKAIA et al., 
76 
1993; ZAKHARENKO et al., 2003). Sugere-se que a expressão precoce da Arc, 
contribui para a formação da memória enquanto a expressão tardia contribui 
para a persistência da memória (NAKAYAMA et al., 2015).  
Estudos evidenciaram que o BDNF tem expressão induzida no hipo-
campo e na amígdala de  8 a 12 h após o condicionamento ao contexto, a tare-
fas da  esquiva inibitória e do condicionamento de aversão ao sabor 
(BEKINSCHTEIN et al., 2007; OU et al., 2010; MA et al., 2011). Já foi demons-
trado que a inibição do BDNF não afeta a expressão precoce Arc (CHEN et al., 
2012), e que a aplicação de BDNF em cultura de  neurônios foi capaz de indu-
zir a expressão da Arc (YIN et al., 2002).  
Portanto, o aumento da expressão de Arc observado no córtex PL pode-
ria ser desencadeado pela ação do BDNF? Um estudo destacou o aumento do 
mRNA de BDNF no córtex insular (CI) 2 horas após a reativação da memória 
de condicionamento a aversão ao sabor, e atingiu o pico de expressão 6 horas 
após. Neste mesmo estudo foi ressaltado que os níveis da proteína BDNF au-
mentou significativamente 4 horas após a reativação, atingiu o pico às 8 horas 
e retornou à expressão basal 12 horas  após a reativação (WANG et al , 2012). 
Além disso, há uma hipótese que o BDNF pode regular a translocação da pro-
teína PKMζ para um sítio sináptico estimulado (SAJIKUMAR et al., 
2005). Sendo assim, o BDNF pode facilitar a translocação de PKMζ do cito-
plasma para locais sinápticos especificamente, portanto, quando a síntese de 
proteínas é inibida, ocorre uma escassez local da PKMζ, podendo levar à ne-
cessidade de translocação da PKMζ e o BDNF pode facilitar esse processo 
(SAJIKUMAR et al., 2005).  
 
6.3 A ATIVIDADE DE PKC E PKMζ É NECESSÁRIA PARA A PERSISTÊNCIA 
DE UMA MEMÓRIA REATIVADA 
 
Como já relatado, a reconsolidação possui uma janela temporal que tem 
uma duração aproximada de 6 horas após a reativação da memória. Os resul-
tados indicaram que inibição da PKC induzida pelo tamoxifeno e pela queleri-
trina 6 horas após a reativação da memória não teve efeitos no tempo de con-
gelamento quando os animais foram testados um dia depois (Teste A1). Esse 
resultado corrobora com evidências anteriores que demonstram que várias in-
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tervenções experimentais realizadas neste momento não são mais capazes de 
interferir na reconsolidação da memória (PRZYBYSLAWSKI & SARA, 1997; 
NADER et al., 2000; STERN, et al., 2012). Porém quando os animais foram 
novamente testados após sete dias (Teste A2), houve uma diferença entre os 
grupos, sugerindo que a atividade da PKC no córtex PL é necessária para a 
persistência da memória aversiva reativada. 
Nota-se que resultados semelhantes foram observados quando a inibi-
ção da PKC foi realizada no tempo de 9 e 12 horas após a reativação, onde 
pode-se observar que o percentual do tempo de congelamento é reduzido 7 
dias após o tratamento farmacológico, mas não 24 horas mais tarde. Desse 
modo, observamos um alinhamento com outros relatos que relatam que após a 
infusão de anisomicina, um inibidor da síntese de proteínas, na amígdala baso-
lateral, houve um prejuízo da memória espacial dos animais após 7 dias mais 
tarde, mas não quando os animais foram testados 2 dias após a reativação da 
memória. Além disso, este estudo avaliou a administração da anisomicina em 
diferentes momentos. A administração da anisomicina 5 e 24 horas após a rea-
tivação da memória não mostrou diferenças significativas entre o grupo tratado 
e o grupo controle (NAKAYAMA, et al., 2013). Posteriormente, um estudo evi-
denciou que ao inibir a via da ERK no hipocampo dorsal 3 horas após a recu-
peração da memória, houve prejuízo da memória dos animais, quando foram 
testados 7 dias mais tarde, sem afetar a reconsolidação (KRAWCZYK et al., 
2016), além disso,  administração sistêmica de tamoxifeno prejudicou a persis-
tência da memória sem alterar a reconsolidação (DA SILVA et al.,  2016). Estes 
estudos sugerem que interferências tardias após a reativação prejudicam a 
persistência da memória sem interferir na reconsolidação.  
Os processos tardios (após a janela de reconsolidação) são associados 
à persistência da memória aversiva, como a segunda onda tardia da expressão 
da proteína Arc na amígdala basolateral e foram mostrados que ocorrem até 12 
horas após sua reativação (NAKAYAMA et al., 2016). Sendo assim, para me-
lhor investigar se a atividade da PKC no córtex PL é importante para a persis-
tência da memória, foram avaliados os efeitos da queleritrina em grupos inde-
pendentes de animais 9, 12 ou 18 horas após a reativação da memória. Os 
resultados demonstraram que quando a droga foi administrada 9 ou 12 horas 
após a reativação da memória, houve uma redução do comportamento de me-
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do induzida pela droga em relação aos respectivos controles durante o Teste 
A2. Porém quando os animais receberam a infusão de queleritrina 18 horas 
depois da sessão de reativação, não foram observadas diferenças significati-
vas no comportamento de medo, indicando que o período no qual a PKC do 
córtex PL está envolvida na persistência de uma memória aversiva reativada 
varia de 6 a 12 horas. É importante ressaltar que os animais tratados com veí-
culo 18 horas após a reativação da memória apresentaram menos tempo de 
congelamento durante o Teste A2 quando comparados à sessão de reativação. 
Este resultado sugere que o aprendizado da extinção poderia ter ocorrido no 
grupo controle. Curiosamente, essa diferença não foi observada nos animais 
tratados com queleritrina. Estudos futuros são necessários para avaliar se a 
inibição da PKC do córtex PL afeta o processo de extinção. 
Posteriormente, avaliamos se o envolvimento da PKC no mecanismo da 
persistência da memória, depende da reativação prévia da memória realizada 
através da exposição do animal ao contexto condicionado. A omissão da reati-
vação foi realizada através da breve exposição (3 min) do animal a um contexto 
B, não pareado. Seria de esperar que não houvesse alterações na persistência 
da memória em animais com infusão de queleritrina no córtex PL 6 horas após 
a exposição a um contexto B. De fato, não foram observados efeitos da inibi-
ção da PKC quando a reativação da memória foi omitida, e este resultado está 
de acordo com estudos que indicaram que a indução de mecanismos associa-
dos à persistência é desencadeada pela reativação da memória (NAKAYAMA 
et al., 2013; DA SILVA et al., 2016; KRAWCZYK et al., 2016; NAKAYAMA et 
al., 2016).  
O papel das isoformas convencionais da PKC tem sido estudado e já foi 
demostrado que a PKC e suas isoformas participam de uma variedade de me-
canismos biológicos no SNC e nos sistemas periféricos, além disso estudos já 
demostraram a sua participação nos mecanismos de formação e manutenção 
da memória como em paradigmas aversivos de aprendizagem (OLDS et al., 
1990; ABELIOVICH, et al., 1993; WEEBER et al., 2000; BONINI et al., 2007; 
SACKTOR & HELL, 2017).  
Estudos recentes tem destacado o potencial envolvimento de certas iso-
formas atípicas da PKC, particularmente a PKMζ, na persistência de memórias 
aversivas recém adquiridas (SACKTOR et al., 1993; DRIER et al., 2002; HER-
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NANDEZ et al., 2003; CAI et al., 2011). Estudos relatam que a queleritrina tem 
afinidade por isoformas de PKC atípicas e convencionais (SERRANO et al., 
2008; LING et al., 2002; RINGVOLD & KHALIL, 2017), e, portanto, foi realizado 
um experimento adicional no qual o inibidor seletivo de PKMζ ZIP, foi infundido 
no córtex PL 6 horas após a reativação da memória. Foi observado uma redu-
ção no comportamento de medo induzido pela droga quando comparado aos 
controles correspondentes durante os testes A2 e A3. Estes resultados ressal-
tam que a PKMζ é necessária para a persistência de uma memória reativada. 
Este resultado está de acordo com estudos que demonstram que a infusão de 
ZIP em outras regiões cerebrais prejudica a persistência de vários tipos de 
memórias recém adquiridas (LI et al., 2011; SHEMA et al., 2007; 
SACKTOR, 2012). Pode-se observar que os prejuízos sobre a persistência da 
memória promovidos pela queleritrina e pelo ZIP foram similares, e acredita-se 
que a ação da queleritrina em parte foi mediada pela inibição da atividade da 
PKMζ.  
Se o prejuízo da persistência da memória demonstrado pela queleritrina 
foi através da inibição da atividade da PKMζ, será que os efeitos do ZIP tam-
bém dependem da reativação das memórias? Esse resultado é de particular 
relevância, uma vez que a inibição da PKMζ na ausência de reativação da 
memória prejudica sua persistência da memória consolidada (SHEMA et al., 
2007).  
A seletividade do ZIP tem sido questionada, já que em camundongos 
nocaute para PKMζ o ZIP foi capaz de prejudicar a manutenção da LTP 
(TSOKAS et al., 2016). Outro estudo mostrou que ao utilizar camundongos no-
caute para PKCζ/PKMζ, a intervenção farmacológica utilizando o ZIP na região 
CA1 do hipocampo não apresenta déficits em várias tarefas de aprendizagem e 
memória dependentes do hipocampo, indicando que os efeitos do ZIP são in-
dependentes da PKMζ (VOLK et al., 2013).  O estudo de Lee et al., (2013), uti-
lizando uma abordagem genética onde foi gerado camundongos que não pos-
suem a proteína quinase Cζ (PKCζ) e PKMζ (camundongos Prkcζ -/-), evidenci-
ou que o ZIP não promoveu prejuízos na aprendizagem ou na manutenção da 
memória, em testes de condicionamento do medo, reconhecimento de objetos, 
reconhecimento de localização de objetos, preferência de local condicionado 
(CPP) para cocaína, quando comparados com animais de linhagem selvagem, 
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indicando que a ausência de PKMζ não prejudica o aprendizado e a memória 
em ratos, e que o ZIP pode prejudicar a manutenção da memória de recom-
pensa mesmo quando a PKMζ não está presente (LEE et al., 2013). Pode-se 
observar que o ZIP pode promover a inibição da atividade de uma isoforma 
PKC atípica denominada PKCι/λ, que está associada a fases iniciais da conso-
lidação da memória e da fase inicial da LTP (SACKTOR & HELL, 2017). Por-
tanto, é possível alegar que os efeitos promovidos pelo ZIP estão parcialmente 
associados à inibição da PKMζ. Um estudo demonstrou que em camundongos 
nocaute para PKMζ ocorre um aumento da PKCι/λ, como um mecanismo com-
pensatório, mediando o mecanismo da persistência da memória (ZUZINA et al., 
2019). Em nosso estudo, os animais não são geneticamente modificados, sen-
do menos provável que os efeitos promovidos por ZIP dependam de mecanis-
mos diferentes daqueles mediados pela isoforma PKMζ.  
Segundo o estudo de Parsons & Davis (2011) os efeitos promovidos pe-
lo ZIP podem depender da reexposição no dia seguinte a infusão da droga na 
amígdala basolateral quando foi utilizado o paradigma do sobressalto potencia-
lizado pelo medo (PARSONS & DAVIS, 2011). Portanto neste estudo, avalia-
mos se infusão intra córtex PL de ZIP 6 horas após a reativação da memória 
poderia reduzir ou não o comportamento de congelamento quando os animais 
foram testados novamente 10 dias depois, na ausência da exposição ao Teste 
A1 24 horas após a reativação. Os resultados indicam que o tempo decorrido 
entre a administração do ZIP e o teste A1 não é um fator essencial que interfere 
na ação da droga, reforçando que o efeito do ZIP ocorre sobre os mecanismos 
de persistência, e não evocação da memória. Além disso, outro estudo relatou 
que o ZIP infundido no córtex insular prejudicou a persistência da memória de 
aversão ao sabor avaliada 1 mês após sua infusão (SHEMA et al., 2007). As 
diferenças nos protocolos e nas áreas cerebrais em que o ZIP foi infundido po-
dem ser responsáveis pelos achados distintos observados nos trabalhos de 
Parsons & Davis, (2011) e Shema et al., (2007). Neste estudo investigamos os 
efeitos do ZIP no córtex PL na persistência da memória usando um protocolo 
de condicionamento do medo contextual com uma sessão inicial de familiariza-
ção. A realização de uma pré-exposição ao contexto a ser pareado contribuiu 
para a facilitação dos processos de aquisição da memória de longo prazo. Es-
sa exposição também induz a expressão dos genes precoces imediatos 
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(IEGs) como c-Fos, Arc e Egr-1 no córtex pré-frontal medial.  Além disso suge-
re-se que os processos de formação e manutenção da memória contextual po-
dem depender de mecanismos no córtex pré-frontal medial desencadeados a 
partir do dia da pré-exposição. Portanto, a contribuição dessa região para a 
memória de longo prazo é maior nos protocolos com uma pré-exposição ao 
contexto a ser condicionado do que nos protocolos sem pré-exposição ao con-
texto (HEROUX et al., 2018; 2019). 
Dados da literatura evidenciam que os receptores AMPA que possuem a 
subunidade GluA2 são críticos para a expressão da memória de longo prazo. 
Além disso, estudos ressaltam que a PKMζ contribui para o mecanismo de ma-
nutenção da memória de longo prazo através do aumento da presença de re-
ceptores AMPA contendo GluA2 na membrana sináptica dos neurônios pós-
sinápticos, melhorando, dessa maneira a eficiência das conexões neuronais. A 
aprendizagem é acompanhada pelas mudanças sinápticas, incluindo a tradu-
ção de PKMζ, que leva à inserção de receptores AMPA no neurônio pós-
sináptico. Posteriormente, a subunidade GluA2 extra atua como um "marcador" 
para a captura de PKMζ junto com as proteínas que interagem com a quinase 
C (PICK1) e, portanto, mantém o complexo PKMζ-PICK1 na sinapse. Assim, a 
atividade da PKMζ mantém o número de receptores AMPA contendo GluA2 
nas sinapses e evita a endocitose de GluA2, dessa maneira promove a manu-
tenção das memórias ao longo do tempo (GLANZMAN, 2013). Portando os re-
sultados obtidos sugerem que o prejuízo da persistência da memória pode es-
tar relacionado a redução dos receptores AMPA contendo a subunidade GluA2 
no córtex PL.  
 
6.4 A ATIVIDADE DE PKC É NECESSÁRIA PARA A RECONSOLIDAÇÃO DE 
UMA MEMÓRIA REATIVADA 
 
No momento atual não se tem evidências se os mecanismos de recon-
solidação e persistência da memória se sobrepõem no córtex PL. Portanto para 
iniciar a esclarecer essa questão, a queleritrina foi administrada imediatamente 
após a reativação da memória de medo. Pode-se observar que ocorreu uma re-
dução no tempo de congelamento em relação aos controles durante o Teste A1. 
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Estes resultado, sugere que a atividade da PKC também influencia a reconsoli-
dação da memória de medo contextual e está em concordância com estudos 
que demonstram a importância da atividade da PKC durante a reconsolidação 
da memória em outras regiões do cérebro (WEEBER et al., 2000; GIRARDI et 
al., 2016), além de confirmar a contribuição do córtex PL para reconsolidar 
memórias aversivas (STERN et al., 2014; VANVOSSEN et al., 2017; DO MON-
TE, et al., 2013; LEVIN et al., 2017). É importante salientar que o grupo tratado 
com a queleritrina também expressou menor percentual de congelamento do 
que os respectivos controles quando testados 7 e 21 dias depois (testes A2 e 
A3). Estudos que mostram que intervenções farmacológicas realizadas após a 
reativação, com o intuito de modificar a reconsolidação da memória, não estão 
associadas a características relacionadas à extinção, como reinstalação e re-
cuperação espontânea da memória original do medo (STERN et al., 2012; DU-
VARCI, & NADER, 2004; ASTHANA et al., 2016). Além disso, foi demonstrado 
que os efeitos da queleritrina na reconsolidação dependem reativação da me-
mória.  
Os potenciais efeitos do ZIP na reconsolidação da memória também fo-
ram investigados administrando a droga imediatamente após a reativação. Não 
foram observadas alterações induzidas pela droga no tempo de congelamento 
em relação aos controles durante os testes A1, A2 e A3. Este resultado sugere 
que a inibição da PKMζ imediatamente após a reativação no córtex PL não afe-
ta a reconsolidação nem a persistência de uma memória reativada. Foi propos-
to que os mecanismos de recuperação e reativação da memória possam ser 
parcialmente inibidos pelo ZIP. Estudos relatam que o tráfego da subunidade 
Glu2A do receptor AMPA em sinapses é induzido pela recuperação da memó-
ria e é necessário para a reconsolidação da memória (FERRARA et al., 2019; 
JAROME et al., 2012; LOPEZ et al., 2015). O mecanismo de ação do ZIP está 
relacionado com a inibição do tráfego da subunidade Glu2A, e, portanto, a dro-
ga poderia prejudicar a reativação da memória e desse modo pode ser que o 
processo de reconsolidação não tenha sido desencadeado impedindo a ação 
do ZIP subjacente a reativação. Além disso, já foi demonstrado que a inibição 
da PKMζ na região CA1 do hipocampo dorsal, prejudicou a reconsolidação da 
memória espacial (ROSSATO et al., 2019). Um estudo mostrou que o aumento 
da atividade da PKMζ na amigdala induzido pela reconsolidação na amígdala 
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estava relacionado à manutenção da memória olfativa do medo em ratos juve-
nis (OLIVER et al., 2016). É importante salientar que as diferenças nos para-
digmas usados possam explicar os achados mistos relatados (um protocolo de 
memória espacial vs. memória do medo). Estudos sugerem que a PKMζ parti-
cipa do mecanismo de manutenção da memória do medo na amígdala basola-
teral (OLIVER et al., 2016) e no córtex PL (XUE et al., 2015), porém não há 
evidencias da participação da mesma no hipocampo dorsal (KWAPIS et al., 
2009). A idade dos animais também é um fator relevante que pode influenciar 
nos resultados demostrados na literatura, uma vez que os ratos juvenis apre-
sentam menos retenção de memória do que os adultos (ZANCA et al., 2019).  
Neste estudo, para melhor esclarecer o papel do PKMζ durante a recon-
solidação de memória, outro grupo de ratos recebeu a infusão do ZIP no córtex 
PL 1 hora após a reativação da memória. Como ilustrado na figura 22 B, um dia 
depois, não foram observadas diferenças no comportamento de medo nos 
animais tratados com o ZIP em relação aos respectivos controles, sugerindo 
que neste momento não há efeitos da inibição da PKMζ na reconsolidação da 
memória aversiva. Porém, pode-se observar uma redução significativa do per-
centual do tempo de congelamento quando comparados aos controles durante 
os testes A2 e A3, sugerindo que a atividade da PKMζ no córtex PL está especi-
ficamente relacionada ao mecanismo da persistência da memória 1 hora após 
a reativação da memória. Esse resultado está de acordo com os estudos de 
Krawczyk et al., (2016), onde a inibição da ERK1/2 no hipocampo dorsal 3 ho-
ras após a reativação da memória manteve a memória do medo intacta um dia 
depois, mas a prejudicou quando os animais foram testados novamente sete 
dias mais tarde. Além disso, foi demonstrado recentemente que a reativação da 
memória induz mecanismos relacionados à reconsolidação e persistência da 
memória (KRAWCZYK et al., 2019; KRAWCZYK et al., 2016). 
Atualmente poucos trabalhos exploram a participação de isoformas típi-
cas ou convencionais das PKC’s na reconsolidação. Bonini et al., (2007), utili-
zando o inibidor das PKC’s convencionais e da PKCμ (nova), Go 6976, desco-
briram que a atividade dessas isoformas são necessária na região CA1 
do hipocampo dorsal de ratos para aquisição, consolidação e reconsolidação 
da memória espacial. Nesse sentido, pode ser que as isoformas de PKC’s típi-
cas e novas estão envolvidas durante o processo de reconsolidação e a iso-
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 
Em geral, os dados deste estudo mostram que a atividade da PKC é ne-
cessária para a reconsolidação e para a persistência de uma memória reativa-
da (Figura 27). Além disso, a PKMζ no córtex PL participa do mecanismo da 
persistência de uma memória aversiva. A inibição da PKC imediatamente após 
a reativação prejudicou a reconsolidação da memória. Estes resultados são 
relevantes pois confirma achados anteriores quando o tamoxifeno foi adminis-
trado sistemicamente (da Silva et al., 2016). Adicionalmente, demonstramos 
que a administração do tamoxifeno e da queleritrina 6 horas após a reativação 
prejudicou especificamente a persistência da memória, sem interferir na recon-
solidação. Além disso, quando a queleritrina foi administrada 9 e 12 horas após 
a reativação o prejuízo sobre o mecanismo da persistência da memória tam-
bém foi observado.     
A PKMζ no córtex PL está envolvida na persistência de uma memória de 
medo contextual reativada. Os resultados indicam que ao administrar o ZIP 1 
hora e 6 horas após a reativação da memória ocorreu o prejuízo específico da 
persistência da memória. Ao administrar o ZIP imediatamente após a reativa-
ção foi observado a ausência do efeito do ZIP sugerindo, uma contribuição di-
ferencial das PKC’s convencionais durante a reconsolidação da memória e da 
PKMζ para a persistência da memória após a reativação. 
Os achados deste trabalho podem gerar uma outra hipótese relacionada 
ao processo de evocação das memórias, onde mecanismos distintos podem 
ser gerados a partir da reativação das memórias, sendo que o primeiro meca-
nismo poderia levar a reconsolidação das memórias e o segundo poderia con-









FIGURA 27 - INTERFERÊNCIAS FARMACOLÓGICAS EM UMA JANELA ESTENDIDA 
APÓS A REATIVAÇÃO DA MEMÓRIA DE MEDO, PODEM PROMOVER O 
PREJUÍZO SOBRE A RECONSOLIDAÇÃO OU SOBRE A PERSISTÊNCIA DA 
MEMÓRIA AVERSIVA 
Os principais achados deste trabalho evidenciam que interferências farmacológicas tardias 
após a reativação da memória aversiva prejudicam a persistência da memória, sem interferir na 
reconsolidação.  Em azul são representados os eventos relacionados ao mecanismo da 
reconsolidação da memória de medo. Inicialmente foi demonstrado que a administração do 
tamoxifeno e da queleritrina imediatamente após a reativação prejudica a reconsolidação da 
memória, porém quando o ZIP foi administrado imediatamente após a reativação não foi 
observado nenhuma diferença nos mecanismos adjacentes a reativação (em vermelho). Em 
verde são representados os efeitos da administração de tamoxifeno (TMX), queleritrina (QUE) 
e ZIP em diferentes intervalos de tempo. Nota-se que ao administrar o tamoxifeno, a 
queleritrina e o ZIP 6 horas após a reativação, ocorreu um prejuízo da persistência da memória 
de medo. Ao administrar a queleritrina 9 e 12 horas após a reativação, o prejuízo na 
persistência da memória também foi observado. Além disso quando o ZIP foi administrado 1 
hora após a reativação houve prejuízo na persistência da memória sem interferir na 
















Em conjunto, os resultados demonstrados neste estudo confirmam a hi-
pótese de que a atividade das proteínas PKC e da isoforma atípica PKMζ no 
PL estaria envolvida com a reconsolidação e com a persistência da memória 
induzida pela reativação. Os principais achados foram observados quando a 
infusão do tamoxifeno, da queleritrina e do ZIP foi realizada em uma janela 
temporal tardia. Além disso, foi mostrado que a inibição da PKC imediatamente 
após a reativação a reconsolidação da memória foi prejudicada.  
Estudos futuros poderiam abordar detalhadamente quais isoformas da 
PKC participam de cada processo da memória no córtex PL. No total, os acha-
dos atuais indicam que a PKC e PKMζ presentes no o córtex PL estão envolvi-
das na reconsolidação e persistência de uma memória de medo contextual rea-
tivada. Ademais, os resultados demonstraram que, após o término da janela de 
tempo de reconsolidação, existe uma oportunidade estendida para mitigar a 
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